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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

Sử dụng thuốc qua đường uống cho đến nay vẫn là sự lựa chọn hàng đầu cho 

bệnh nhân bởi dễ sử dụng, dễ kiểm soát liều, thuận lợi trong điều trị các bệnh mạn 

tính, giảm chi phí. Tuy nhiên, một số thuốc không thể sử dụng được đường uống bởi 

tính thấm kém, độ tan thấp, không ổn định trong đường tiêu hóa và bị cơ chế bơm 

ngược thuốc. Vượt qua các rào cản đó là một trong những thách thức lớn cho hệ đưa 

thuốc qua đường uống [58], [157]. Một số biện pháp đã sử dụng để cải thiện sinh khả 

dụng đường uống, trong đó có liposome, được biết đến như là một hệ mang thuốc 

tương đồng sinh học, làm tăng sinh khả dụng cho nhiều dược chất [4]. Kể từ khi được 

phát minh bởi Bangham và Horne vào năm 1964 [21] cho đến nay, liposome - hệ 

mang dược chất tiềm năng- đã được nghiên cứu rộng rãi qua các đường dùng khác 

nhau như đường uống, đường tiêm, đường xông hít, đường nhỏ mũi, mắt và hấp thu 

qua da [60], [141]. 

Berberin (BBR) là một dược chất đã được sử dụng từ lâu để điều trị tại chỗ 

một số bệnh đường tiêu hóa [3]. Gần đây, nhiều nghiên cứu mới cho thấy BBR có 

tiềm năng cao trong điều trị một số bệnh như: tăng lipid máu [82], tiểu đường [156], 

nhồi máu cơ tim [15]. Đặc biệt, nhiều nghiên cứu đã công bố tác dụng hạ lipid máu 

của BBR rất đáng chú ý trên động vật thí nghiệm [82], [149] và trên người khi sử 

dụng liều cao 500 mg x 2-3 lần/ngày [41], [82]. Tuy nhiên, để có tác dụng này, BBR 

cần được hấp thu vào tuần hoàn. Trong khi đó, BBR bị hạn chế bởi sinh khả dụng 

đường uống kém (dưới 10%) do BBR có tính thấm kém, bị chuyển hóa lần đầu ngay 

tại ruột, bị ảnh hưởng bởi bơm tống thuốc có trên bề mặt niêm mạc ruột, bị tái bài tiết 

bởi chu trình gan mật [97], [142], [161]. Việc sử dụng BBR dạng thuốc truyền thống 

qua đường uống với liều cao để điều trị đã dẫn đến những tác dụng không mong 

muốn, biểu hiện trên đường ruột như: tiêu chảy, táo bón, đau bụng [156].  Những hạn 

chế về sinh khả dụng đường uống của BBR có thể được khắc phục bằng sử dụng hệ 

mang dược chất liposome. 

Mặc dù BBR có tiềm năng lớn nhưng hiện nay chưa có nghiên cứu nào trong 

nước về bào chế liposome BBR ứng dụng đường uống để hạ lipid máu. Vì vậy, cần 

thiết phải nghiên cứu bào chế liposome BBR nhằm phát triển dạng bào chế mới, có 
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tiềm năng tăng giá trị sử dụng của BBR. Do đó, đề tài:  

“Nghiên cứu bào chế liposome berberin ứng dụng dùng đường uống” được 

thực hiện với 2 mục tiêu sau: 

1. Xây dựng được công thức và quy trình bào chế liposome berberin và 

proliposome berberin ở quy mô phòng thí nghiệm. 

2. Đánh giá được sinh khả dụng đường uống của liposome berberin và tác dụng 

hạ lipid máu nội sinh của liposome berberin trên động vật thực nghiệm. 
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Chương 1. TỔNG QUAN 

 

1.1. BERBERIN 

1.1.1. Nguồn gốc 

Berberin (BBR) là một isoquinolin alkaloid bậc 4, được chiết xuất từ rễ, thân 

rễ và vỏ của một số loài thuộc chi Berberis, họ Hoàng liên gai (Berberidaceae) hoặc 

một số loài khác thuộc các chi Coptis, Hydrastis, Thlictrum, họ Mao lương 

(Ranunculaceae) [3], [108], [158]. Ngày nay, BBR đã được tổng hợp và sử dụng rộng 

rãi trong ngành Dược.   

1.1.2. Công thức 

- Công thức phân tử: C20H18NO4
+ 

- Khối lượng phân tử: 336,36 g/mol 

- Tên khoa học: 5,6-Dihydro-9,10-dimethoxybenzo[g]1,3-benzodioxolo [5,6-

a] quinolizinium [165]. 

- Công thức cấu tạo: 

 

Hình 1.1. Công thức cấu tạo của berberin 

- Các dạng được sử dụng: berberin base, berberin clorid, berberin sulfat. 

1.1.3. Tính chất lý hóa 

a. Tính chất vật lý 

- Hình thức: tinh thể hay bột kết tinh màu vàng, không mùi, vị rất đắng  

- Độ tan: Trong môi trường nước, BBR có độ tan 5,27 mM ở 25 oC và 8,5 mM 

ở 37 oC. Trong môi trường đệm phosphat pH 7,0, BBR có độ tan ở 25 oC và 37oC lần 

lượt là 4,05 mM và 9,69 mM. Trong môi trường dung dịch acid HCl pH 1,2 và dung 

dịch đệm phosphat pH 5,0, độ tan thấp hơn 20 lần so với môi trường đệm phosphat 

pH 7,0 [24]. 
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- Nhiệt nóng chảy: 204 - 206 oC 

- LogP: -1,5 [24].  

- Log Dow : - 4,2 ở pH 4,0; -1,03 ở pH 7,3; -0,09 ở pH 10,2 [128].  

- Có khả năng phát quang khi kích thích ở bước sóng 350 nm [47]. 

b. Tính chất hóa học 

- Ở vị trí N của berberin không bền trong môi trường kiềm mạnh, tham gia 

phản ứng mở vòng isoquinolin. 

- Liên kết C=N+ trong cấu trúc phân tử berberin dễ bị tác nhân ái nhân tấn 

công để tạo các dẫn xuất ở vị trí C8 như 8-dihydroberberin hoặc 8-

acetonyldihydroberberin [140]. 

- Có cấu trúc phân tử lưỡng cực tạo ra bởi ion N+ làm thuận lợi cho tương 

tác lưỡng cực với các phân tử khác. Vì vậy, bất cứ chất nào liên kết với BBR đều cho 

phổ phát xạ huỳnh quang với cường độ khác nhau [47].  

1.1.4. Định tính và định lượng 

Theo chuyên luận “Berberin clorid” trong Dược điển Việt nam V [2], BBR có 

thể định tính bằng phổ hồng ngoại hoặc phương pháp hóa học dựa trên sự xuất hiện 

tủa hoặc màu sắc phù hợp với thuốc thử đặc trưng. Hàm lượng BBR trong nguyên 

liệu hoặc trong chế phẩm bào chế có thể định lượng bằng phương pháp sắc ký lỏng 

hiệu năng cao (HPLC). Định lượng dược chất giải phóng từ chế phẩm bào chế trong 

phép thử độ hòa tan bằng phương pháp đo phổ hấp thụ UV-Vis.   

1.1.5. Độ ổn định 

BBR khá ổn định trong các dung dịch đệm có pH khác nhau. Nghiên cứu của 

Battu và cộng sự cho thấy, khi bảo quản các dung dịch BBR trong các môi trường 

đệm với nồng độ đệm 0,2 mM (đệm borat pH 9,0, đệm phosphat pH 7,0, đệm phtalat 

pH 5,0 và 3,0, và dung dịch acid HCl pH 1,2 ) ở 2 điều kiện nhiệt độ 25 oC và 40 oC 

trong 6 tháng giảm ít hơn 5% hàm lượng dược chất so với ban đầu [24]. Nhưng BBR 

bị giáng hóa trong thời gian từ 2-6 giờ sau khi phơi nhiễm với các yếu tố môi trường 

khắc nghiệt như tia tử ngoại, chất oxy hóa, dung dịch HCl 1N, dung dịch NaOH 1N 

ở nhiệt độ 80 oC [53].    

1.1.6. Tác dụng dược lý 

Tác dụng truyền thống của BBR là kháng khuẩn và các ký sinh trùng đường 
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ruột như lỵ amip, E. Coli, dùng điều trị tại chỗ các bệnh đường tiêu hóa như đau bụng, 

tiêu chảy [3], [140]. Ngày nay, có nhiều nghiên cứu in vitro và in vivo cho thấy BBR 

dạng clorid có nhiều tác dụng dược lý tiềm năng như làm giảm đường huyết [14], 

[37], [151], [156], chống xơ vữa động mạch [38], bảo vệ nội mô [95], [147], [152], 

bảo vệ thận [45], [111], bảo vệ gan [48], [162], bảo vệ tim trong suy tim và thiếu máu 

cục bộ [34], [112], điều hòa miễn dịch [89], [96], [105], chống oxy hóa [13], [129], 

ức chế tế bào ung thư [93], [148], [159].  

Tác dụng làm giảm lipid máu của BBR được khẳng định trong nhiều nghiên 

cứu trên động vật. Trên chuột cống, BBR ở cả 3 mức liều 50mg/kg, 100mg/kg và 

150mg/kg làm giảm cholesterol tỉ trọng thấp (LDL-C) ở mức 31-41%, giảm 

cholesterol toàn phần (TC) 29-33% so với nhóm chứng sau 8 tuần điều trị. Mức giảm 

không có sự khác biệt giữa các liều [149]. Trong lúc đó, trên chuột hamster, tỉ lệ giảm 

LDL-C ở mức liều 50 mg/kg là 26% và ở mức liều 100 mg/kg là 42% so với nhóm 

chứng sau 10 ngày điều trị [82]. Với mức liều BBR 380mg/kg trên chuột cống sau 2 

tuần điều trị, mức giảm triglycerid (TG) và TC lần lượt là 34,7% và 9% so với nhóm 

chứng [65]. Một nghiên cứu khác trên chuột cống ở mức liều 200mg/kg cho thấy, 

nồng độ TC và LDL-C trong máu cũng giảm có ý nghĩa thống kê sau thời gian điều 

trị 16 tuần [35]. Trên chuột nhắt ở liều 250mg/kg (tương đương với liều 125mg/kg 

trên chuột cống) sau 4 tuần điều trị, BBR làm giảm TC và TG lần lượt là 41,7% và 

41,9% so với nhóm chứng một cách có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) [160]. Như vậy, 

BBR ở mức liều từ 50mg/kg có thể làm giảm đồng thời hoặc riêng lẻ nồng độ TC, 

LDL-C và TG trong máu chuột cống và chuột hamster.   

Cơ chế làm giảm lipid máu chính nhờ làm ổn định thụ thể LDL-cholesterol 

(LDL-C) ở gan bằng con đường điều hòa tín hiệu ngoại bào phụ thuộc kinase, và 

cũng làm tăng hoạt động phiên mã của chất mồi LDLR qua con đường JNK (c-Jun N 

terminal kinase) làm tăng biểu hiện và tuổi thọ của thụ thể LDL, do đó làm tăng quá 

trình thực bào LDL [9], [42], [86]. Ngoài điều chỉnh LDLR, BBR còn hoạt hóa 5’-

AMP kinase (AMPK) trong khi chặn con đường hoạt hóa protein mitogen kinase 

(Mitogen-actived protein kinase-MAPK)/ERK (Extracellular signal-regulated 

kinase). Kết quả là ức chế tổng hợp lipid [30]. Cơ chế làm giảm lipid máu của BBR 
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được tóm tắt ở sơ đồ sau (hình 1.2). 

 

Hình 1.2. Cơ chế làm giảm lipid máu của berberin (BBR)[42]. 

Ngoài cơ chế tại gan, BBR còn làm giảm lipid máu bằng cách ức chế hấp thu 

cholesterol ở ruột [149].  

Với kết quả từ những nghiên cứu trên, có thể thấy rằng BBR có tác dụng làm 

giảm lipid máu một cách hiệu quả trên động vật thí nghiệm.   

1.1.7. Sinh khả dụng 

Tuy BBR có nhiều tác dụng dược lý tiềm năng, nhưng sinh khả dụng đường 

uống của BBR được báo cáo là thấp (dưới 10%) [161]. Trên động vật, BBR có nồng 

độ tối đa trong huyết tương (Cmax) là 4 ng/ml sau khi uống liều 100mg/kg chuột cống, 

AUC0-48h=57,9 ±20,6 ng.h/ml [97]. Cũng với liều uống này trên chuột cống, một 

nghiên cứu khác công bố Cmax = 9,48 ± 3,40 ng/ml, Tmax= 2,60 ± 1,14 h, AUC0-

36h=56,5 ±12,8 ng.h/ml [51].  

1.2.  LIPOSOME 

1.2.1. Khái niệm, thành phần cấu tạo 

Liposome là những túi nhỏ hình cầu, chứa một hoặc nhiều lớp phospholipid kép 

đồng tâm bao bọc ngăn nước ở giữa hoặc ngăn cách bởi các ngăn nước, có kích thước 

thay đổi từ hàng chục đến hàng ngàn nanomet [4], [10]. 

Thành phần cấu tạo của liposome bao gồm lớp vỏ phospholipid và dược chất. 

Ngoài ra còn có các thành phần khác [4], [64] (hình 1.3).  
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Hình 1.3. Sơ đồ minh họa đại diện thành phần cấu tạo của liposome [127] 

 

Lớp vỏ liposome:  

Lớp vỏ liposome được cấu tạo phổ biến nhất từ hai thành phần phospholipid và 

cholesterol [4], [64].  

Phospholipid:  

Phospholipid cũng là thành phần chính cấu tạo nên màng tế bào. Phospholipid 

dùng bào chế liposome chủ yếu có hai loại là glycerophosphat và sphinomyelin. 

Phospholipid có thể tạo thành lớp lipid kép bởi đặc tính lưỡng tính của loại 

phospholipid gồm đuôi kỵ nước cấu tạo bởi hai chuỗi các acid béo và một đầu thân 

nước có chứa nhóm phosphat [12], [64]. Một số phospholipid thường dùng để bào 

chế liposome được trình bày ở bảng 1.1.  
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Bảng 1.1. Một số phospholipid thường sử dụng để bào chế liposome [4], [126] 

Phospholipid Viết tắt 
Nhiệt chuyển pha    

Tc (oC) 

Tích 

điện 

Dimyristoyl phosphatidylcholin DMPC 23 0 

Dipalmitoyl phosphatidylcholin DPPC 41 0 

Distearoyl phosphatidylcholin DSPC 58 0 

Dilaruryl phosphatidylglycerol DLPG 4 -1 

Dimyristoyl phosphatidylglycerol DMPG 23 -1 

Dipalmitoyl phosphatidylglycerol DPPG 41 -1 

Distearoyl phosphatidylglycerol DSPG 55 -1 

Phosphatidyl ethanolamin PE 48 0 

Dimyristoyl phosphatidyl ethanolamin DMPE - 0 

Dipalmitoyl phosphatidyl ethanolamin DPPE 60 0 

Distearoyl phosphatidyl ethanolamin DSPE - 0 

Dipalmitoyl phosphatidyl serin DPPS 48 - 

Dimyristoyl phosphatidyl serin natri DMPS.Na 35 -1 

Dipalmitoyl phosphatidyl serin natri DPPS.Na 54 -1 

 

Cholesterol:  

Cholesterol có thể cho thêm vào lớp phospholipid kép nhằm tạo hệ đệm lỏng để 

điều chỉnh thể chất của lớp phospholipid kép, hạn chế sự chuyển dạng cấu trúc từ 

“trans” sang “gauch” của chuỗi acyl trong phân tử phospholipid [4], [126]. Ngoài ra, 

cholesterol còn có tác dụng làm ổn định màng đối với sự thay đổi nhiệt độ, làm giảm 

hệ số thấm của màng đối với glucose và các ion Na+, K+, Cl-, do đó cần thiết cho sự 

giảm tính thấm của màng [126].  

Dược chất: 

Nhiều dược chất được sử dụng để bào chế hệ mang thuốc liposome. Đó là những 

dược chất có tính thấm kém, khó tan hoặc dễ bị tác động bởi những yếu tố ngoại môi 

dẫn đến sinh khả dụng thấp, hoặc những dược chất cần tập trung tại đích như các 

thuốc điều trị ung thư, các enzym [4]. 

Dược chất được nạp vào liposome theo hai cách khác nhau: gắn thụ động và gắn 
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chủ động. Quá trình gắn dược chất thụ động là quá trình mà dược chất được nạp vào 

liposome trong quá trình liposome được hình thành. Quá trình gắn dược chất chủ động 

là quá trình mà dược chất được nạp vào liposome sau khi liposome được tạo thành thông 

qua việc tạo ra gradien pH xuyên màng hoặc chênh lệch điện thế màng [10], [44].  

 Thành phần khác 

Các lipid tích điện dương tổng hợp như sterylamin, cholesteryl acetat cũng được 

dùng trong thành phần tạo lớp vỏ phospholipid. Các dẫn xuất sterol chiết xuất từ đậu 

nành như β-sitosterol, campesterol, stigmasterol và brassicasterol có cấu trúc tương 

tự như cholesterol nhưng làm màng phospholipid ổn định hơn [64]. Ngoài ra, một số 

thành phần khác cũng được sử dụng để làm thay đổi đặc tính của liposome, điển hình 

là chất diện hoạt không ion hóa [4].   

1.2.2. Phân loại 

Liposome được chia ra làm nhiều loại khác nhau dựa trên số lớp và kích thước 

của liposome [18]. Ngoài ra, liposome cũng được phân loại theo cơ chế hướng đích 

tác dụng [4], [64]. 

Phân loại theo số lớp phospholipid và kích thước của liposome: 

Theo cách phân loại này, liposome được chia thành những loại sau (hình 1.4): 

- Liposome 1 lớp (Unilamellar vesicle): chỉ có 1 lớp phospholipid kép bao 

bọc quanh một nhân nước trung tâm. Liposome 1 lớp cũng được chia làm 4 loại tùy 

theo kích thước: 

+ Liposome nhỏ: SUV (small unilamellar vesicle): đường kính nhỏ hơn 100 

nm, thường từ 20-100 nm. 

+ Liposome trung bình: MUV (medium unilamellar vesicle), đường kính lớn 

hơn 100 nm. 

+ Liposome to: LUV (large unilamellar vesicle), đường kính lớn hơn 200 nm 

+ Liposome khổng lồ: GUV (Giant unilamelar vesicle), đường kính lớn hơn 1 

micromet. 

- Liposome 1 số lớp: (oligolamellar vesicle- OLV), cấu tạo khoảng dưới 5 lớp 

phospholipid kép xen kẽ các ngăn nước, đường kính từ 0,1-1micromet. 

- Liposome nhiều lớp: MLV (multilamellar vesicle), cấu tạo từ nhiều lớp 
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phospholipid kép và nhiều ngăn nước xen kẽ đồng trục, thường từ 5-25 lớp, đường 

kính lớn hơn 0,5micromet. 

- Liposome nhiều ngăn: MVV (multi vesicular vesicle), là liposome kích 

thước trên 1 micromet, trong chứa nhiều khoang, mỗi khoang là một liposome nhỏ. 

 

Hình 1.4. Sơ đồ phân loại liposome theo kích thước và số lớp [46] 

A. Lipsome đơn lớp (lần lượt từ trái sang phải là GUV, LUV và SUV); B: 

OLV; C: MLV; D: MVV gồm liposome to chứa các liposome nhỏ; E: 

MVV được hình thành từ nhiều liposome nhỏ đơn lớp liên kết lại với nhau 

Phân loại theo cơ chế hướng đích tác dụng: 

- Liposome hướng đích thụ động: là liposome không bị bắt giữ đặc hiệu 

bởi những mô khác nhưng có thể tích tụ ở mô đích bởi vòng tuần hoàn. 

- Liposome hướng đích chủ động: liposome gắn phối tử, liposome gắn kháng 

thể. 

- Liposome hướng đích theo đặc tính lý hóa: liposome nhạy cảm với pH, 

liposome nhạy cảm với nhiệt độ. 

- Liposome đa chức năng: là loại liposome được bào chế để đạt được những 

mục đích khác nhau, trong đó một liposome có thể đạt được mục tiêu toàn diện bằng kết 

hợp giữa hướng đích thụ động, chủ động và hướng đích lý hóa. 

1.2.3. Ưu, nhược điểm của liposome 

Liposome là một hệ mang dược chất có nhiều ưu điểm độc đáo nhưng cũng tồn tại 

một số nhược điểm [4], [64], [102].  

 



11 

 

Ưu điểm của liposome: 

- Có tính tương hợp sinh học và phân hủy sinh học cao, không gây độc và 

không gây đáp ứng miễn dịch do thành phần cấu tạo của liposome chủ yếu là 

phospholipid giống như màng tế bào người. 

- Có thể bảo vệ dược chất khỏi bị phơi nhiễm với các yếu tố môi trường 

do dược chất được bao gói trong liposome. 

- Có thể mang cả dược chất thân nước, dược chất thân dầu và các tác nhân 

lưỡng cực do cấu trúc của liposome gồm có ngăn nước và màng phospholipid kép 

thân dầu. 

- Làm thay đổi phân bố sinh học của thuốc trong cơ thể do liposome có 

tính hướng đích thụ động tự nhiên trong cơ thể người. Kích thước tiểu phân khác 

nhau của liposome mang dược chất gây ra sự lưu giữ cơ học khác nhau ở các mô do 

sự khác nhau về độ đặc của những mô này. Những mô bị tổn thương (ví dụ mô ung 

thư) sẽ có độ đặc thấp hơn mô thường, liposome mang dược chất sẽ lưu giữ ở mô tổn 

thương với nồng độ đậm đặc hơn (hình 1.5). Do đó làm thay đổi phân bố sinh học 

một cách tự nhiên của dược chất trong cơ thể người và nâng cao chỉ số điều trị, giảm 

tác dụng phụ.    

- Có thể thiết kế liposome hướng đích chủ động hoặc hướng đích theo cơ 

chế lý hóa tự nhiên. Do đó có thể mang dược chất đến vùng điều trị mong muốn. 

 

Hình 1.5. Ảnh hưởng của liposome kích thước nano trong mô ung thư. Cấu trúc mô 

ung thư lỏng lẻo làm nano liposome dễ thấm qua [64]  

Nhược điểm: 

- Do phospholipid không bền về mặt hóa học nên dược chất được 

liposome hóa có thể bị rò rỉ trong quá trình bảo quản, làm giảm tuổi thọ của thuốc. 
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- Khó kiểm soát độ đồng nhất giữa các lô mẻ, khó triển khai sản xuất lớn 

do có nhiều thông số tác động đến kích thước, chất lượng của liposome trong quá 

trình sản xuất.  

- Thời gian bán thải ngắn do liposome quy ước dễ bị thanh thải bởi hệ đại 

thực bào, thời gian tuần hoàn khó kéo dài.   

- Giá thành cao. 

1.2.4. Phương pháp bào chế liposome 

Liposome được bào chế bằng nhiều phương pháp khác nhau. Một số phương 

pháp tạo ra trực tiếp liposome ngay sau quá trình bào chế. Bên cạnh đó, có một số 

phương pháp tuy không tạo ra liposome ngay sau quá trình sản xuất, nhưng liposome 

sẽ được hình thành nhờ sự hydrat hóa chế phẩm trước khi sử dụng. 

1.2.4.1. Phương pháp bào chế liposome trực tiếp 

Phương pháp hydrat hóa film: 

Phương pháp này được Bangham thực hiện từ năm 1965. Đây là phương pháp 

đơn giản và được sử dụng rộng rãi nhất để bào chế liposome. Trong kỹ thuật này, 

liposome được bào chế bằng cách hòa tan lipid vào dung môi hữu cơ, thường là 

cloroform hoặc hỗn hợp của cloroform với methanol. Sau đó, dung môi được bốc hơi 

áp suất giảm để tạo màng film lipid trên thành bình. Sau khi dung môi hữu cơ được 

bốc hơi hoàn toàn, màng film lipid sau đó được hydrat hóa bằng dung dịch đệm. Lớp 

lipid đồng thời được hydrat hóa và trương phồng lên để tạo ra liposome. Liposome 

tạo thành thường là những liposome nhiều lớp, có kích thước không đồng nhất, lớn 

hơn 1μm. Kích thước tiểu phân sau đó được làm giảm bằng siêu âm hoặc đùn [12], 

[18]. 

Phương pháp thay đổi dung môi hữu cơ bằng môi trường nước: 

Phương pháp này gồm có phương pháp tiêm ethanol và phương pháp tiêm ether 

[12]. 

Phương pháp tiêm ether: 

Liposome được tạo ra bằng cách hòa tan lipid trong diethyl ether hoặc hỗn hợp 

methanol và ether, sau đó tiêm chậm vào dung dịch trong nước đã hòa tan các thành 

phần khác ở 55-65oC hoặc dưới áp suất thấp. Nhược điểm chính của phương pháp 

này là tạo ra quần thể liposome không đồng nhất về kích thước và dược chất bị phơi 
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nhiễm với nhiệt độ cao [4].   

Phương pháp tiêm ethanol:  

Trong phương pháp này, ethanol được sử dụng để hòa tan phospholipid và 

cholesterol. Bằng cách sử dụng một bơm xi-lanh để tiêm dung dịch lipid vào một thể 

tích nước xác định, vừa tiêm vừa khuấy từ. Liposome được hình thành ngay khi lipid 

tiếp xúc với môi trường nước. Hỗn dịch liposome sau đó được tiếp tục khuấy ở nhiệt 

độ phòng trong vòng 15 phút. Phương pháp này có nhiều ưu điểm như đơn giản, thực 

hiện nhanh chóng, và có độ lặp lại cao. Liposome tạo thành có kích thước nhỏ mà 

không cần tác động siêu âm hay đùn. Vì vậy, lipid không bị ảnh hưởng bởi sự oxy 

hóa hay giáng hóa [33].  

Một số phương pháp khác: 

Phương pháp vi dòng chảy, phương pháp khử-bù nước, phương pháp bốc hơi 

pha đảo, phương pháp loại bỏ chất diện hoạt [12], [144].  

1.2.4.2.  Phương pháp bào chế liposome gián tiếp 

Là phương pháp bào chế ra tiền liposome hay còn gọi là proliposome hoặc 

preliposome. Khi sử dụng, proliposome sẽ được hoàn nguyên thành liposome. Kỹ 

thuật bào chế proliposome sẽ được trình bày chi tiết ở mục 1.3. 

1.2.5. Phương pháp đánh giá 

1.2.5.1.  Đánh giá kích thước tiểu phân (KTTP) và phân bố KTTP 

Tán xạ ánh sáng động (Dynamic light scattering – DLS) hay còn có tên khác là 

quang phổ tương quan (photon correlation spectroscopy – PCS) được sử dụng để xác 

định KTTP, phân bố KTTP và hình dạng tiểu phân dựa trên sự chuyển động Brown 

và dịch chuyển Doppler gây ra bởi chùm tia lase [125].    

Phương pháp phân tích vết hạt nano (Nanoparticle tracking analysis-NTA) cũng 

được áp dụng để đo kích thước tiểu phân nano dựa trên sự theo dõi động lực học 

chuyển động của hạt thông qua sự tán xạ ánh sáng từ các hạt riêng lẽ bằng cách ghi 

lại hình ảnh. Kỹ thuật này vượt trội so với DLS vì NTA ghi lại dấu vết của từng 

chuyển động đơn lẻ của từng tiểu phân do đó cung cấp thông tin về hình ảnh và độ 

phân giải của các chất tán xạ cao hơn DLS [154].  

Bên cạnh DLS và NTA, có nhiều kỹ thuật khác để xác định kích thước tiểu phân 

và thậm chí có nhiều tính năng hơn phương pháp DLS, cho phép xác định hình thái 
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tiểu phân, số lớp của liposome.     

1.2.5.2.  Đánh giá hình thái cấu trúc 

Hình thái bên ngoài của tiểu phân được quan sát bằng hệ kính hiển vi điện tử 

như kính hiển vi điện tử quét (SEM), kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM), kính 

hiển vi điện tử đông lạnh (Cryo-EM), kính hiển vi quét lase đồng tiêu (CLSM), kính 

hiển vi lực nguyên tử (AFM), và kính hiển vi huỳnh quang 2 photon (TPFM). Ngoài 

chức năng quan sát bề mặt, một số loại kính hiển vi còn có khả năng phân tích cấu 

trúc bên trong như AFM, TEM, cryo-EM, TPFM, CLSM [39], [122], [154].  

1.2.5.3.  Đánh giá hiệu suất nạp dược chất (liposome hóa) 

Hiệu suất nạp dược chất là một tiêu chí đánh giá chất lượng của liposome. Đó 

là tỉ số giữa lượng dược chất được nạp vào liposome với tổng lượng dược chất được 

sử dụng, biểu thị bằng % và được tính theo công thức sau: 

EE (%) = (dược chất nạp trong liposome/dược chất toàn phần) x 100 [4]  

Hiệu suất nạp càng cao càng có hiệu quả trong điều trị. Đánh giá hiệu suất nạp 

là tách được dược chất tự do ra khỏi liposome nhưng không ảnh hưởng đến cấu trúc 

của liposome. Hiện nay, các kỹ thuật đánh giá hiệu suất nạp hay được sử dụng gồm: 

sắc ký cột gel, thẩm tích, siêu ly tâm, siêu lọc [103], [120].  

Phương pháp thẩm tích (dialysis method): 

Thẩm tích là kỹ thuật phổ biến để loại bỏ những phân tử nhỏ khỏi hỗn dịch 

liposome bằng cách sử dụng màng bán thấm có các lỗ nhỏ cho phép những phân tử 

nhỏ được tự do chui qua lỗ trong khi sự khuếch tán những phân tử lớn ra khỏi ngăn 

chứa bị hạn chế (hình 1.6). Túi thẩm tích phải cho phép các phân tử dược chất khuếch 

tán qua tự do nhưng không cho liposome đi qua. Môi trường thẩm tích phải là môi 

trường hòa tan tốt dược chất nhưng bảo vệ được cấu trúc của liposome. Vì vậy, ngoài 

dược chất ưa nước, dược chất kỵ nước cũng được phân lập nếu sử dụng môi trường 

thích hợp.  

Ưu điểm của phương pháp này là đơn giản, dễ thực hiện, không yêu cầu thiết bị 

đắt tiền, có thể xử lý được một lượng lớn mẫu và có thể loại bỏ gần hết dược chất tự 

do. Kết quả thu được đáng tin cậy và có độ lặp lại. Tuy nhiên, phương pháp này cũng 

có một số nhược điểm như thời gian tiến hành kéo dài. Áp suất thẩm thấu của môi 
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trường thẩm tích phải lựa chọn để tránh sự phá hủy cấu trúc liposome gây ra hiện 

tượng rò rỉ dược chất dẫn đến ảnh hưởng tới độ chính xác của kết quả thu được. Hơn 

nữa, phương pháp định lượng dược chất tự do phải có độ nhạy phù hợp [103], [120].  

 

Hình 1.6. Sơ đồ quá trình tách dược chất tự do bằng thẩm tích [103]  

Phương pháp tách sắc ký cột (phương pháp lọc gel): 

Phương pháp này dùng cột sắc ký để tách dược chất tự do ra khỏi liposome. Cột 

sắc ký thường là cột Sephadex hoặc cột Sepharose. Nguyên tắc cơ bản của phương 

pháp này là sự khác nhau về tỉ trọng của liposome và dược chất tự do sẽ có thời gian 

lưu giữ khác nhau. Thường thì quá trình tách xảy ra ở trong cột được nhồi bằng những 

hạt xốp như hạt Sephadex, gel agarose. Trong quá trình rửa giải, những tiểu phân có 

khối lượng phân tử tương đối thấp (dược chất tự do) có khả năng đi vào các lỗ xốp 

của hạt và lưu lại lâu hơn trong những lỗ này. Trong khi đó, những tiểu phân có kích 

thước lớn hơn (liposome) không đi vào lỗ xốp được và bị rửa giải nhanh hơn. Tận 

dụng sự khác biệt về thời gian này, dược chất tự do có thể được tách ra khỏi dược 

chất nạp trong liposome (hình 1.7).  

Ưu điểm của phương pháp này là điều kiện tách tương đối ổn định và cột có thể 

tái sử dụng, tiết kiệm chi phí. Nhược điểm khác của phương pháp này là không áp 

dụng được với dược chất thân dầu, không có khả năng rửa giải bằng chất rửa giải thân 

nước. Hơn nữa, việc sử dụng lượng lớn dịch rửa giải trong quá trình tách, làm loãng 

liposome và rò rỉ dược chất. Điều này có thể làm ảnh hưởng đến chất lượng sản phẩm 

[31], [78], [91], [103], [120]. 
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Hình 1.7. Sơ đồ quá trình tách dược chất tự do bằng phương pháp sắc ký cột [103] 

  Phương pháp siêu lọc (ultrafiltration) kết hợp với ly tâm: 

Đây là phương pháp nhanh và đơn giản để tách dược chất tự do ra khỏi 

liposome, đặc biệt là áp dụng để loại bỏ dược chất thân nước. Dựa trên sự khác biệt 

về kích cỡ, màng bán thấm được sử dụng để giữ lại những tiểu phân có phân tử lượng 

cao và cho đi qua các phân tử có khối lượng thấp như nước và dược chất tự do (hình 

1.8). Kích thước của lỗ màng bán thấm là yếu tố ảnh hưởng đến lượng liposome còn 

sót lại trong dịch lọc [146]. Nhìn chung, để đạt được hiệu quả tách thì nên sử dụng 

màng có kích thước lỗ màng bằng 1/10 kích thước của tiểu phân [103]. 

Ưu điểm của phương pháp này là giảm bớt sự rò rỉ dược chất vì liposome không 

bị pha loãng. Hơn nữa, quá trình tách dược chất tự do nhanh và có độ lặp lại cao [31], 

[120].   

 

Hình 1.8. Sơ đồ biểu diễn quá trình tách dược chất tự do bằng phương pháp 

 siêu lọc [103] 
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Phương pháp li tâm (centrifugation): 

Ly tâm là một kỹ thuật liên quan đến việc áp dụng lực ly tâm để tách tiểu phân 

từ dung dịch dựa vào kích thước của tiểu phân, tỉ trọng, độ nhớt của môi trường và 

tốc độ quay của rotor. Trong lĩnh vực nghiên cứu về hệ mang thuốc, lợi dụng sự khác 

nhau về tỉ trọng của liposome và dược chất tự do, ly tâm có thể sử dụng để tách dược 

chất tự do. Dưới tác động của lực ly tâm, liposome lắng xuống dưới đáy của ống ly 

tâm, trong khi đó dược chất tự do nổi ở phần trên. Bằng phân tích dược chất ở phần 

dịch nổi so với dược chất ban đầu trước khi ly tâm để tính được hiệu suất nạp [78]. 

Ưu điểm của phương pháp này là nhanh. Tuy nhiên, đôi khi sự khác biệt về tỉ trọng 

giữa liposome với môi trường phân tán không có ý nghĩa để tách liposome nên có thể 

tăng tốc độ quay lên đến 10.000 vòng/phút. Điều này có thể gây ra sự rò rỉ dược chất 

hoặc vỡ liposome. Do đó, để đạt được kết quả đúng, phải lựa chọn được tốc độ quay tối 

ưu của rotor [103].   

1.2.5.4. Đánh giá khả năng giải phóng dược chất in vitro 

Để đánh giá khả năng giải phóng dược chất in vitro của các chế phẩm liposome 

quy mô phòng thí nghiệm, phương pháp động học thẩm tích là phương pháp phổ biến 

nhất do nhanh, đơn giản và kinh tế [103]. Chế phẩm được cho vào túi thẩm tích với 

giá trị điểm cắt khối lượng phân tử là 14.000 dalton (MWCO=14.000 dalton). Túi 

thẩm tích chứa một lượng chế phẩm được cho vào các môi trường thử giải phóng 

khác nhau. Thông thường là các dung dịch đệm phosphat với các giá trị pH khác nhau 

[4] hoặc các môi trường mô phỏng dịch dạ dày hay dịch ruột [110]. Ngoài phương 

pháp thẩm tích, phương pháp siêu lọc cũng được áp dụng [146].    

1.2.6. Một số thách thức và biện pháp khắc phục trong bào chế liposome dùng 

đường uống 

Liposome đã được nghiên cứu dùng đường uống từ năm 1970, đại diện đầu tiên 

cho lĩnh vực này là chế phẩm liposome insulin [60]. Tuy nhiên hiệu quả của liposome 

dùng đường uống không đồng nhất giữa các mẻ và khó dự đoán, đánh dấu những 

thách thức khi sử dụng liposome đường uống.   

1.2.6.1. Thách thức 

Liposome dùng đường uống có nhiều thách thức như kém ổn định trong đường 

tiêu hóa do chịu tác động của acid dạ dày, muối mật và men đường tiêu hóa 
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(pancreatic lipase). Những tác nhân này làm mất tính nguyên vẹn của liposome, gây 

rò rỉ dược chất hoặc phá vỡ màng lipid kép của những liposome có thành phần 

phospholipid có nhiệt chuyển pha thấp như phosphatidylcholin (PC), dimyristoyl 

phosphatidyl cholin (DMPC) [63], [139]. Dịch pancreatic trong đường tiêu hóa chứa 

các enzym thủy phân lipid như lipase, phospholipase A2, cholesterol esterase, làm 

thủy phân màng phospholipid kép, phá vỡ cấu trúc của liposome [81].    

Tính thấm qua lớp biểu mô niêm mạc ruột của liposome quy ước kém bởi kích 

thước tiểu phân liposome to cùng với sự hiện diện của nhiều hàng rào biểu mô niêm 

mạc ruột. Có hai giả định về sự hấp thu thuốc từ liposome qua niêm mạc ruột: một là 

thuốc được giải phóng trong lòng ruột rồi được hấp thu; hai là liposome được chuyển 

thành mixell hỗn hợp rồi được hấp thu qua biểu mô ruột, hoặc liposome nguyên vẹn 

được thực bào qua tế bào biểu mô ruột hoặc hấp thu qua tế bào M ở vùng Peyer trong 

sợi nhung mao ruột (hình 1.9) [131], [150]. Tuy nhiên tế bào M với số lượng chỉ chiếm 

1% so với tổng tế bào biểu mô ruột nên số lượng liposome được hấp thu nguyên vẹn qua 

tế bào M bị hạn chế [98].   

 

Hình 1.9. Cơ chế hấp thu thuốc từ liposome ở trong đường tiêu hóa [85] 

Thiết kế công thức cũng là một thách thức của liposome nói chung và liposome 

dùng đường uống nói riêng. Sự đồng nhất về chất lượng giữa các lô mẻ cũng như khả 

năng nâng cấp quy mô bào chế liposome phù hợp cho sử dụng đường uống với liều 
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cao và sử dụng thời gian dài là vấn đề quan trọng.  Liposome vốn không ổn định khi 

ở dạng hỗn dịch nước, vì vậy việc chuyển đổi công thức dạng lỏng sang dạng rắn vẫn 

là nhu cầu cần thiết [36], [85] .  

1.2.6.2. Một số biện pháp khắc phục 

Làm ổn định liposome: 

Do tính kém ổn định của liposome trong quá trình bào chế, bảo quản và di 

chuyển trong đường tiêu hóa, một số biện pháp được sử dụng để cải thiện tính ổn 

định của liposome như thay đổi thành phần lipid của lớp vỏ hoặc bao bề mặt liposome.  

Liposome chứa thành phần phospholipid có nhiệt chuyển pha dưới 37 oC thường 

bị phá hủy hoàn toàn bởi muối mật, nhưng tác động này ảnh hưởng không rõ rệt với 

liposome chứa phospholipid có nhiệt chuyển pha trên 37 oC [121]. Bằng cách liên kết 

stearylamin trong thành phần lớp vỏ liposome, liposome trở nên tích điện dương và 

ổn định trong đường tiêu hóa, tăng tác dụng hạ đường huyết của insulin [77]. Tác 

dụng hạ đường huyết của insulin trong liposome được cải thiện khi thay thành phần 

lipid trong liposome quy ước bằng dipalmitoyl phosphatidylcholin - một lipid có nhiệt 

chuyển pha 41 oC (bảng 1.1) và dẫn xuất sterol chiết xuất từ đậu nành [107]. 

Các muối mật tiết từ tế bào gan vào đường ruột cũng là yếu tố làm phá vỡ cấu 

trúc liposome trong đường tiêu hóa [17], [28]. Việc thêm một số muối mật vào màng 

phospholipid kép của liposome cũng là biện pháp để cải thiện tính ổn định của 

liposome chống lại ảnh hưởng của muối mật ở ngoại môi vì xu hướng muối mật sẽ 

liên kết với phospholipid, khi đã được liên kết sẵn trong lớp phospholipid kép rồi thì 

lớp vỏ liposome sẽ tránh được tác động của muối mật bên ngoài [63], [131].  

Bao bề mặt liposome bằng polyme (chitosan, protein, polyme tan trong ruột) 

cũng là biện pháp giúp liposome tránh được các tác động khắc nghiệt trong môi 

trường đường tiêu hóa [23], [62]. 

Tăng hấp thu: 

 Sử dụng chất làm tăng hấp thu nhằm làm cho quá trình hấp thu qua đường tiêu 

hóa dễ dàng hơn cũng là một trong những biện pháp được sử dụng phổ biến. Các chất 

làm tăng hấp thu như tocopherol polyethylen glycol succinat (TPGS), tween-80 

[113], muối mật [67], [135]. Muối mật là một chất diện hoạt sinh lý, đóng vai trò 
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quan trọng trong hấp thu lipid. Bằng cách liên kết muối mật vào giữa lớp phospholipid 

kép, sinh khả dụng đường uống của liposome chứa dược chất thân dầu và dược chất 

thân nước được cải thiện rõ rệt [67]. Do có cấu trúc gần giống với cholesterol, muối 

mật dễ liên kết vào lớp trong màng lipid kép của liposome, để tạo nên liposome chứa 

muối mật với tên khác là bilosome. Những loại muối mật hay được sử dụng để làm 

tăng sinh khả dụng đường uống là natri cholat, natri taurocholat, natri deoxycholat 

(NaDC), và natri glycolat. NaDC làm sinh khả dụng đường uống của bilosome cao 

hơn so với liposome quy ước do NaDC giúp cho quá trình hấp thu dễ dàng hơn và 

dược chất giải phóng từ bilosome rất ít [56]. 

Một số biện pháp khác làm tăng hấp thu như bao polyme hoặc thay đổi điện tích 

bề mặt để tăng bám dính lên lớp nhầy niêm mạc ruột [85], [138], gắn trung gian 

hướng đích tế bào biểu mô ruột để tăng quá trình hấp thu qua thành ruột nhờ trung 

gian thụ thể thực bào [57], [90], hoặc sử dụng polymer tăng thấm thông qua việc mở 

khớp nối chặt giữa các tế bào [26] hoặc kết hợp cơ chế mở khớp nối chặt với cơ chế 

xuyên bào [66]. Tuy nhiên, việc mở khớp nối chặt có nhược điểm là cũng làm cho 

các chất độc trong đường tiêu hóa cũng được hấp thu. 

Chuyển dạng rắn và nâng cấp quy mô: 

Thực tiễn phát triển liposome thành một hệ đưa thuốc dùng đường uống đang 

là mong muốn của nhà nghiên cứu để nâng cấp thành quy mô công nghiệp. Trong sản 

xuất quy mô phòng thí nghiệm, có nhiều phương pháp được áp dụng như hydrat hóa 

màng mỏng lipid, tiêm dung môi, loại bỏ chất diện hoạt, bốc hơi pha đảo và một số 

phương pháp khác [115]. Tuy nhiên, những phương pháp này cho đến nay chỉ thành 

công trong sản xuất quy mô nhỏ, nhưng lại thể hiện nhiều nhược điểm khi sản xuất 

quy mô lớn như phân bố kích thước tiểu phân không đều, ít lặp lại giữa các lô mẻ, 

không ổn định về lý hóa, giá thành cao [132]. Phương pháp tiêm ethanol được coi là 

phương pháp phù hợp nhất trong số những phương pháp hiện tại để nâng cấp quy mô 

do đơn giản, an toàn, có thể kiểm soát được kích thước tiểu phân bằng điều chỉnh 

nhiệt độ pha nước [73]. Tuy nhiên, liposome không ổn định về mặt vật lý ở môi 

trường nước trong quá trình bảo quản. Vì vậy, việc thiết kế công thức bào chế 

liposome ở dạng khô là giải pháp phù hợp để sản xuất quy mô lớn và giúp chế phẩm ổn 
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định trong quá trình bảo quản. Proliposome amphotericin B [134] và proliposome 

cyclosporin A [74] là những sản phẩm đại diện đầu tiên cho giải pháp này.      

1.3. PROLIPOSOME  

1.3.1. Khái niệm 

Proliposome là sản phẩm dạng bột hoặc hạt khô, trơn chảy tốt, được tạo thành 

từ dược chất và phospholipid, khi phân tán vào nước hoặc dịch sinh học sẽ tạo hỗn 

dịch liposome [109], [116], [130].  

Proliposome có ưu điểm tương tự như liposome. Ngoài ra, so với liposome, bào 

chế proliposome thuận tiện hơn, dễ nâng cấp quy mô và chi phí thấp hơn [130].  

1.3.2.  Thành phần 

Thành phần của proliposome cũng tương tự như thành phần của liposome, bao 

gồm dược chất, phospholipid và các thành phần khác (các chất bảo vệ màng 

phospholipid, chất chống oxy hóa, tăng hiệu suất liposome hóa ...). Tuy nhiên, khác 

với liposome, trong thành phần của proliposome còn có chất mang tan trong nước.    

Các chất mang thường được sử dụng là những chất có diện tích bề mặt và độ 

xốp lớn. Hơn nữa, chất mang phải được hòa tan nhanh chóng trong quá trình hydrat 

hóa trong nước để tạo thành hỗn dịch liposome. Một số chất mang hay được sử dụng 

gồm: maltodextrin, sorbitol, manitol, .v.v [68].    

1.3.3. Phương pháp bào chế 

1.3.3.1.  Phương pháp phun sấy 

Nguyên tắc chung của phương pháp này là dược chất, phospholipid và các thành 

phần khác được hòa tan trong dung môi, tiếp theo chất mang được phân tán vào dung 

môi và hỗn hợp này được phun sấy để thu được proliposome dạng bột khô [109]. 

Phương pháp này được áp dụng khi có yêu cầu về sự đồng nhất kích thước và hình 

dáng của tiểu phân.  

Ưu điểm nổi bật của phương pháp phun sấy là sự hình thành và làm khô tiểu 

phân là một bước đơn liên tục, do đó tiểu phân được kiểm soát tốt hơn; áp dụng được 

cho cả dung môi nước và các dung môi khác. Ngoài ra, phương pháp này còn có ưu 

điểm chi phí thấp, dễ dàng nâng cấp quy mô và phù hợp để sản xuất proliposome khối 

lượng lớn  [130]. Quy trình phun sấy gồm có bốn giai đoạn: Đầu tiên, hỗn dịch gồm 
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chất mang và thành phần tạo liposome được phun qua vòi phun vào buồng tạo hạt. 

Tiếp theo, giọt phun sẽ được tiếp xúc với khí nóng thổi vào buồng sấy rồi được sấy 

khô. Cuối cùng, sản phẩm dạng rắn được tạo thành [109]. 

1.3.3.2. Phương pháp bao hạt 

Phương pháp này dựa vào nguyên tắc của kỹ thuật bao hạt trơ, đóng vai trò giá 

mang. Nhiều nguyên liệu được sử dụng làm chất mang, có thể là bột hoặc các hạt trơ. 

Khi sử dụng hạt trơ để làm chất mang, phải bao lót hạt trơ để tạo bề mặt nhẵn cho bước 

bao phospholipid tiếp theo. Điều này giúp tạo ra lớp bao phospholipid mỏng quanh hạt 

nhân và khi hydrat hóa sẽ tạo ra liposome có kích thước tiểu phân nhỏ [106].    

Quy trình bao gồm các bước sau:  

- Hòa tan dược chất, phospholipid và thành phần khác vào dung môi hoặc 

hỗn hợp dung môi hữu cơ. 

- Phun dung dịch thu được qua súng phun lên trên chất mang đã chứa sẵn 

trong buồng tạo hạt. Dưới tác động của nhiệt và áp suất giảm trong buồng tạo hạt, 

dung môi bay hơi để lại lớp phospholipid chứa dược chất trên bề mặt chất mang. 

- Tiếp tục như vậy cho đến khi hết dịch phun. Sấy sản phẩm thu được để 

làm khô và loại bỏ dung môi tồn dư.  

1.3.3.3. Một số phương pháp khác 

Phương pháp đối dung môi siêu tới hạn [130], phương pháp tráng film trên bề 

mặt chất mang [116], phương pháp tạo cốt lipid-dược chất [61], phương pháp đông 

khô [52] cũng có thể áp dụng bào chế proliposome. 

1.3.4. Đánh giá proliposome 

1.3.4.1. Hình thái  

Hình thái của proliposome được đánh giá bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM). 

Bề mặt của proliposome được quan sát và so sánh với bề mặt của chất mang trước khi 

bào chế để xác định sự hình thành của proliposome [153].   

1.3.4.2. Hàm lượng dược chất 

Hàm lượng dược chất trong proliposome được xác định bằng nhiều kỹ thuật 

khác nhau tùy thuộc vào loại dược chất sử dụng. Đánh giá hàm lượng dược chất trong 

proliposome là cơ sở để đánh giá hiệu suất nạp dược chất trong pha lipid. Với dược 
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chất kém tan trong nước, hàm lượng lý tưởng dược chất ở trong pha lipid là 100% (so 

với lượng dược chất sử dụng). Tuy nhiên, khi dung dịch lipid và dược chất phun lên 

chất mang thì dược chất có thể bị tách ra khỏi pha lipid và tạo thành dược chất tự do 

[109].  

1.3.4.3. Độ trơn chảy 

Proliposome là dạng bột hoặc hạt khô, vì vậy việc đánh giá độ trơn chảy là vấn 

đề cần thiết để chuyển proliposome vào dạng bào chế thông thường như viên nén hay 

viên nang. Xác định các thông số như tỉ trọng thô, tỉ trọng biểu kiến, góc chảy và chỉ 

số Carr’s hoặc tỉ số Hausner của proliposome làm cơ sở cho đánh giá giá độ trơn chảy 

[68].  

1.3.4.4. Khả năng giải phóng dược chất 

Khả năng giải phóng dược chất từ proliposome có thể đánh giá bằng nhiều kỹ 

thuật khác nhau như sử dụng máy thử độ hòa tan, bình khuếch tán Franz, túi thẩm 

tích, thẩm tích ngược, màng cellophan [133].   

1.3.4.5. Trạng thái lý hóa của dược chất sau khi tải vào proliposome 

Phép đo nhiễu xạ tia X (Xray powder diffractometry - XRPD) hoặc phân tích 

nhiệt quét vi sai (Differential scanning calorimetry - DSC) được sử dụng để đánh giá 

trạng thái vật lý của dược chất khi tải vào proliposome (trạng thái kết tinh hay vô định 

hình) [11], [109]. Ngoài ra, các tương tác hóa học giữa dược chất với các thành phần 

khác cũng được đánh giá bằng phân tích phổ hồng ngoại (infrared spectrum) [69], 

[114].    

1.3.4.6. Khả năng hydrat hóa 

Đánh giá khả năng hydrat hóa là đánh giá khả năng hình thành liposome sau khi 

proliposome được cho tiếp xúc với môi trường nước in vitro [109]. Môi trường thử 

thường là những dung dịch đệm ở điều kiện nhiệt độ giống như nhiệt độ cơ thể (37 

oC). Sự tạo thành liposome được quan sát dưới kính hiển vi quang học [116]. 

1.3.4.7. Liposome hoàn nguyên 

Liposome được hoàn nguyên từ proliposome sẽ được đánh giá một số đặc tính 

sau: hình thái liposome được quan sát bằng kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM); 

kích thước và phân bố kích thước tiểu phân, thế zeta được đo bằng sử dụng phương pháp 
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tán xạ ánh sáng động (DLS), hiệu suất nạp dược chất được đánh giá bằng phương pháp 

thẩm tích hay siêu lọc, siêu ly tâm... [11], [68], [69].  

1.3.4.8. Độ ổn định 

Độ ổn định của proliposome có thể được đánh giá ở các điều kiện bảo quản khác 

nhau: như điều kiện lạnh 5 ± 3 oC [11], [29]; điều kiện bảo quản thực 25 ± 2 oC/60 ± 

5% RH [11], [83] trong thời gian 3-6 tháng;  điều kiện dài hạn 30 ± 2 oC/70 ± 5% 

[114] và điều kiện lão hóa cấp tốc 40 ± 2 oC / 75 ± 5% RH trong thời gian 6 tháng 

[83], [114]. Các tiêu chí đánh giá bao gồm kích thước tiểu phân, phân bố kích thước 

tiểu phân, hiệu suất nạp của liposome hoàn nguyên và hàm lượng dược chất của 

proliposome.   

1.3.5. Một số nghiên cứu proliposome dùng đường uống 

Proliposome dùng đường uống đã được nhiều nghiên cứu công bố từ những năm 

1990, bắt đầu bằng nghiên cứu của Katare và cộng sự về proliposome ibuprofen [76]. 

Từ đó đến bây giờ, nhiều nghiên cứu khác đã báo cáo về dược chất nạp vào 

proliposome theo những phương pháp khác nhau đã làm tăng sinh khả dụng đường 

uống hoặc làm tăng hoạt tính sinh học của dược chất.  

Các dược chất được nghiên cứu bào chế proliposome dùng đường uống thường 

là những dược chất có tác dụng phụ kích ứng đường tiêu hóa như ibuprofen [76], 

indomethacin [75], hoặc dược chất có tính thấm kém qua đường niêm mạc ruột như 

lopinavir [114], drondaron [83], calcitonin chiết xuất từ cá hồi [136], exemestan [61].  

Phương pháp bào chế proliposome được sử dụng gồm bao tầng sôi [75], [76], 

bao bằng nồi bao truyền thống [84], tráng film trên bề mặt chất mang [83], [114], 

[136], [145], hydrat hóa film kết hợp đông khô [11], [40] hoặc tạo cốt lipid-dược chất 

[61]. Chất mang sử dụng trong phương pháp bao hoặc tráng film trên bề mặt chất 

mang gồm manitol [40], hỗn hợp manitol với cốm sủi bọt [76], hạt trơ mang dược 

chất [84], cellulose vi tinh thể [83], sorbitol [75], [136] hoặc maltodextrin [114]. Các 

thành phần tạo vỏ liposome được sử dụng gồm lecithin, stearylamin, DSPC, DMPG, 

SPC, HSPC, cholesterol [61], [75], [76], [114], [145]. 

Sinh khả dụng đường uống của liposome hoàn nguyên từ proliposome đã bào 

chế theo các phương pháp trên tăng lên 2 lần [114], 2,29 lần [40], 3,6 lần [136], và 
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4,5 lần [145] so với dạng nguyên liệu. Tác dụng dược lý của liposome hoàn nguyên 

cũng tăng lên so với nguyên liệu, đồng thời làm giảm tác dụng không mong muốn 

của dược chất [76]. 

Như vậy, với một số dược chất có tác dụng phụ khi dùng đường uống, hoặc 

dược chất có tính thấm kém qua niêm mạc ruột thì việc sử dụng hệ mang dược chất 

liposome được hoàn nguyên từ proliposome là một giải pháp có tiềm năng. 

1.4. CÁC NGHIÊN CỨU VỀ BÀO CHẾ LIPOSOME BERBERIN VÀ 

PROLIPOSOME BERBERIN  

1.4.1. Các nghiên cứu về bào chế liposome berberin 

Liposome đã được nghiên cứu nhiều với các dược chất khác nhau từ những năm 

1970. Tuy nhiên, liposome BBR mới bắt đầu nghiên cứu trong 10 năm trở lại đây.   

Các phương pháp được sử dụng để bào chế liposome BBR gồm hydrat hóa film 

[32], [92], [100], [110], [124], tiêm ethanol [15], [99] và bốc hơi pha đảo [92]. Tá 

dược tạo vỏ liposome đa phần được sử dụng là phospholipid có nguồn gốc từ đậu 

nành như HSPC, SPC [32], [92], [99], [124], hoặc từ trứng như EPC [100]. Ngoài ra, 

các thành phần khác được thêm vào để làm vững chắc màng phospholipid kép như 

cholesterol hoặc để tăng thời gian tuần hoàn trong cơ thể của liposome như DSPE-

PEG2000, DQA-PEG2000-DSPE [15], [92], [100]. Liposome sau khi bào chế được làm 

giảm KTTP bằng phương pháp đùn qua màng lọc polycarbonat với kích cỡ lỗ lọc 

khác nhau [15], [92], [100] hoặc kết hợp đùn qua màng lọc polycarbonat với đồng 

nhất hóa áp suất cao [92] hoặc siêu âm [110], [124]. Sau khi đùn qua màng 

polycarbonat có kích cỡ 200 nm và 100 nm, liposome có KTTP nhỏ (từ 100 đến 130 

nm), phân bố KTTP hẹp (PDI từ 0,07 đến 0,2) [92], [100]. Phương pháp làm giảm 

KTTP bằng siêu âm có KTTP to (từ 140 đến 1100 nm), phân bố KTTP rộng (PDI từ 

0,3 đến 0,5) [110], [124]. Dược chất tự do được loại bỏ bằng phương pháp lọc gel 

[92], [99], [100], hoặc thẩm tích [15], hoặc ly tâm lạnh [124]. Hiệu suất nạp dược 

chất có sự dao động lớn trong cùng phương pháp hydrat hóa film, từ 14% [92] đến 

94% [100], [124]. Sự khác nhau này do nhiều yếu tố ảnh hưởng như thành phần công 

thức, phương pháp làm giảm KTTP.      

Từ kết quả tổng quan các nghiên cứu về bào chế liposome BBR trên, phương 
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pháp hydrat hóa film đơn giản, thao tác dễ dàng. Bên cạnh đó, phương pháp tiêm 

ethanol cũng dễ thực hiện, dễ nâng cấp quy mô, liposome tạo ra đồng nhất về kích 

thước, dung môi ít độc. Phương pháp làm nhỏ kích thước tiểu phân bằng đùn qua 

màng lọc polycarbonat làm liposome tạo ra có kích thước đồng nhất, phân bố kích 

thước tiểu phân nhỏ. Trong nghiên cứu của Lin và cộng sự, khi so sánh 2 phương 

pháp làm nhỏ kích thước tiểu phân bằng đùn qua màng, đồng nhất hóa áp suất cao thì 

đùn qua màng có hiệu suất nạp cao hơn [92].  

1.4.2. Các nghiên cứu về bào chế proliposome berberin   

Proliposome dùng đường uống như một hướng tiếp cận mới nhằm khắc phục 

các nhược điểm của liposome khi qua đường tiêu hóa. Tuy proliposome có nhiều tiềm 

năng, nhưng cho đến nay có rất ít nghiên cứu về proliposome BBR. Gần đây, Jia và 

cộng sự nghiên cứu bào chế proliposome BBR bằng phương pháp đối dung môi siêu 

tới hạn. Chất mang sử dụng chính là thành phần tạo vỏ liposome bao gồm 

HSPC/EPC/cholesterol với tỉ lệ xác định. Tỉ lệ BBR: chất mang = 1:10. Dung môi 

hòa tan dược chất và chất mang là hỗn hợp dimethyl sulfoxid và cloromethan với tỉ 

lệ 1:5. Proliposome BBR với thông số quy trình bào chế tối ưu có hàm lượng dược 

chất 9% với tỉ lệ giải phóng dược chất trong môi trường pH 1,2 và pH 7,4 trong 3 giờ 

đầu lần lượt là 19% và 47%. Sau 20 giờ, các tỉ lệ này lần lượt là 34% và 85%. 

Liposome BBR hoàn nguyên có kích thước tiểu phân trung bình 180 nm đo bằng 

phương pháp DLS với chỉ số phân bố KTTP (PDI) bằng 0,216, và khi đo bằng phương 

pháp chụp TEM thì kích thước liposome khoảng 50 nm. Hiệu suất nạp tối ưu là 92% 

[69].   

Do mới chỉ được Jia và cộng sự bào chế bằng phương pháp đối dung môi siêu 

tới hạn, nên proliposome BBR là đối tượng nghiên cứu tiềm năng để thực hiện nhiều 

nghiên cứu bằng sử dụng những phương pháp bào chế khác nhau.  

1.5. CÁC NGHIÊN CỨU ĐÁNH GIÁ SINH KHẢ DỤNG VÀ TÁC DỤNG HẠ 

LIPID MÁU IN-VIVO CỦA BERBERIN, LIPOSOME BERBERIN VÀ 

PROLIPOSOME BERBERIN DÙNG ĐƯỜNG UỐNG  

1.5.1. Đánh giá sinh khả dụng in-vivo dùng đường uống của berberin  

BBR có nhiều tác dụng dược lý tiềm năng, nhưng sinh khả dụng đường uống 

thấp đã được báo cáo trong nhiều nghiên cứu. Bắt đầu bằng nghiên cứu của Zuo F. 
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và cộng sự năm 2006 trên đối tượng thử chuột cống với liều 40 mg/kg [164]. Sau đó, 

có nhiều nghiên cứu về lĩnh vực này trên cùng đối tượng chuột cống với nhiều mức 

liều khác nhau từ 25 mg/kg [54], 90 mg/kg [91], [95] đến 100 mg/kg chuột [51]. Mẫu 

máu được lấy ở các vị trí khác nhau như ở tĩnh mạch chủ bụng dưới [164], tĩnh mạch 

hốc mắt [51], [95] hoặc tĩnh mạch cổ [54]. Số thời điểm lấy máu là 7 [164], 12 [51], 

hoặc 14 [54], [88]. Thời điểm lấy mẫu máu để định lượng nồng độ thuốc trong máu 

thường bắt đầu từ sau 5 phút [54], sau 10 phút [88] hoặc sau 15 phút [51] uống thuốc 

và điểm kết thúc lấy mẫu sau khi uống thuốc 36 giờ [51], [54], [164].  

Để phân tích nồng độ thuốc trong máu chuột cống, phương pháp sắc ký lỏng kết 

hợp khối phổ (LC-MS/MS) là phương pháp phổ biến để định lượng BBR trong máu 

chuột. Trong phương pháp định lượng này, một số nghiên cứu đã lựa chọn pha động 

gồm acetonitril và nước (chứa 0,1% acid formic) với tỉ lệ biến đổi theo thời gian [51], 

[54], [95]. Tuy nhiên một số nghiên cứu lại lựa chọn pha động gồm nước/acetonitril 

(100:1) và metanol với tỉ lệ pha động biến đổi theo thời gian [164]. Chất chuẩn nội 

được sử dụng là  diphenhydramin [54] hoặc tetrahydropalmatin [88]. Trong các 

nghiên cứu trên, BBR được ion hóa ở chế độ phun điện tử dương. Ion có m/z=319,8 

[95] hoặc m/z=320 [54] dùng để định lượng BBR.    

Các thông số dược động học được đánh giá bằng sử dụng mô hình không ngăn 

[51], [54], [164]. Mặc dù một số nghiên cứu đều thực hiện trên đối tượng chuột cống 

với cùng liều, cùng phương pháp và chất chuẩn nội, nhưng kết quả nghiên cứu cho 

thấy có sự dao động lớn về giá trị của đại lượng Tmax. Trong nghiên cứu của Liu M, 

giá trị Tmax = 1,0 ± 1,5 h, nhưng trong nghiên cứu của Li Guofei, giá trị này đạt đến 

18,9 ± 23,0 h. Tuy nhiên, giá trị Cmax đều xấp xỉ 30 ng/mL [88], [95]. Các giá trị 

AUC0-36 giữa các nghiên cứu với các liều từ 25 mg/kg đến 100 mg/kg cân nặng chuột 

đều dưới 100 ng.h/mL [51], [95], [164] (bảng 1.2). 
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Bảng 1.2. Các nghiên cứu sinh khả dụng in vivo của BBR 

Đối tượng 

thử 

Liều 

(mg/kg) 

Vị trí, thời điểm 

 lấy mẫu  

PP định lượng BBR trong  

huyết tương 

Mô hình và các thông  

số đánh giá 
TLTK 

Chuột cống 

(n=4) 

40 Tĩnh mạch chủ bụng 

dưới 

Lấy mẫu tại 7 thời điểm, 

từ 0 giờ đến 36 giờ 

LC-MS/MS 

Pha động: Nước/acetonitril (100:1) và 

MeOH với tỉ lệ pha động biến đổi (0 phút 

80:20; 10 phút 60:40; 20 phút 0:100) 

Mô hình không ngăn 

Tmax (h)= 2 Cmax (ng/ml) = 5 

AUC0-36 (ng.h/ml) = 37,42 

MRT (h) =  10,53 

[164]  

Chuột cống 

(n=6) 

100 Tĩnh mạch mắt 

Lấy mẫu tại 12 thời 

điểm, từ 15 phút sau 

uống thuốc đến 36 giờ 

UPLC-MS/MS 

Chất chuẩn nội: tetrahydropalmatin 

Pha động: nước (chứa 0,1% acid 

formic) và acetonitril  

Mô hình không ngăn 

Tmax (h)= 2,6±1,1 

Cmax (ng/ml) = 9,48±3,4 

AUC0-36 (ng.h/ml) = 46,5±12,8 

[51]  

Chuột cống 

(n=5) 

25 Tĩnh mạch cổ 

Lấy mẫu tại 14 thời 

điểm, từ 5 phút sau uống 

thuốc đến 36 giờ 

UPLC-MS/MS 

Chất chuẩn nội: Diphenhydramin 

Pha động: acetonitril: nước (chứa 0,1% 

acid formic). 

Ion định lượng: m/z =320 

Mô hình không ngănT1/2 (phút) = 

770,36 

Tmax (phút) = 15 ± 0 

Cmax (ng/ml) =16,7 ±4,5 

AUC0-t ng.phút/ml) = 2.039,5±492,2 

CL/F (L/h/kg) = 4.999,34 ± 1198,8 

 [54]  

Chuột cống 

(n=6) 

90 Lấy 200 μl máu tại tĩnh 

mạch hốc mắt 

 

UPLC-MS/MS 

Chất chuẩn nội là tetrahydropalmatin 

Pha động: acetonitril: nước (chứa 0,1% 

acid formic).  

Ion định lượng: m/z =319,8 

Thông số: 

AUC0–36 (μg.h/L) = 88,8 ± 41,2 

AUC0–∞ (μg.h/L) = 99,7 ± 48,8 

Tmax (h) = 1,0 ± 1,5 

Cmax(ng/mL)= 29,2 ± 26,1 

[95] 

Chuột cống 

(n=6) 

90 Lấy máu 14 thời điểm, từ 

10 phút; 20 phút sau 

uống thuốc đến 60 giờ.  

UPLC-MS/MS 

Chất chuẩn nội tetrahydropalmatin. Pha 

động: acetonitril:nước chứa amoni 

acetat 10mM. Ion định lượng: m/z 

=319,8 

Thông số: 

AUC0–60 (μg.h/L) = 305,8 ± 156,7 

Tmax (h) = 18,90 ± 23,0 

Cmax(ng/mL)= 28,2 ± 12,7 

[88] 
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1.5.2. Đánh giá sinh khả dụng in-vivo đường uống của liposome berberin và 

proliposome berberin   

Rất ít nghiên cứu về sinh khả dụng đường uống của liposome BBR hoặc 

proliposome BBR. Gần đây, Nguyen và cộng sự (2014) đã nghiên cứu về SKD đường 

uống của liposome BBR trên thỏ và Jia cùng cộng sự (2019) nghiên cứu SKD đường 

uống của proliposome BBR trên chuột cống. Trong cả hai nghiên cứu, mẫu máu được 

lấy 8 thời điểm (trên thỏ) hoặc 12 thời điểm (trên chuột cống) đến 24 giờ. Nồng độ 

BBR trong huyết tương được định lượng bằng phương pháp HPLC [110] hoặc LC-

MS/MS [69]. Các thông số đánh giá dược động học cơ bản gồm Cmax, Tmax, AUC0-t , 

AUC0-∞, MRT0-t, MRTo-∞. Kết quả cho thấy liposome BBR có SKD cao hơn hỗn dịch 

BBR quy ước từ 0,8-1,5 lần trong nghiên cứu của Nguyen và cộng sự [110], và cao 

hơn 20 lần trong nghiên cứu của Jia và cộng sự [69]. Tuy nhiên, trong nghiên cứu của 

Nguyen, thời gian lưu trú không khác với nhóm uống hỗn dịch [110].  

1.5.3. Mô hình đánh giá tác dụng hạ lipid máu nội sinh của berberin trên động 

vật thực nghiệm 

Cholesterol máu nội sinh được tổng hợp ở gan chiếm 70% tổng số cholesterol 

trong cơ thể người, 30% còn lại có nguồn gốc ngoại sinh được hấp thu từ thức ăn bởi 

protein Niemann-Pick C1 like-1 trên màng đỉnh của tế bào diềm bàn chải của ruột 

[1], [101]. Để đánh giá tác dụng hạ lipid máu nội sinh của thuốc, trước hết phải gây 

được mô hình tăng lipid máu nội sinh.   

Các chất gây tăng lipid máu nội sinh thường được sử dụng là Tween 80, Triton 

WR-1339 và Poloxamer 407. Cả 3 loại này đều sử dụng liều đơn, đường tiêm tĩnh 

mạch hoặc tiêm phúc mạc, mang lại hiệu quả nhanh, phù hợp cho nghiên cứu sàng 

lọc ban đầu [6], [87], [104]. Triton làm tăng sinh tổng hợp cholesterol ở gan làm 

cholesterol tăng đột ngột trong huyết thanh trong vòng 24 giờ đầu. Tween 80 gây tăng 

cholesterol huyết tương nhanh, nhưng trong thời gian ngắn (6-12 giờ), chủ yếu do 

tăng cholesterol nội sinh [6]. Poloxamer 407 (P-407) gây tăng TG và cả cholesterol 

ở huyết tương với nồng độ hằng định trong 24 giờ [87]. Trong các chất gây tăng lipid 

máu nội sinh này, P-407 sử dụng đường tiêm màng bụng thể hiện ưu điểm vượt trội 

hơn do thời gian làm tăng lipid máu duy trì lâu hơn, nồng độ ổn định hơn trong huyết 

tương, an toàn, ít độc, không gây thủy phân HDL [104].  
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Mô hình đánh giá tác dụng hạ lipid máu nội sinh của berberin trên chuột cống 

được gây tăng lipid máu bằng tiêm phúc mạc P-407 liều 500 mg/kg được Kim và 

cộng sự thực hiện với 2 liều thử BBR 50 mg/kg và 100 mg/kg. Cả hai liều thử đều có 

tác dụng làm giảm nồng độ TC, LDL-C, TG và làm tăng HDL-C so với nhóm chứng 

một cách có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Không có sự khác biệt về tác dụng giữa hai 

liều thử [79]. 

  



31 

 

Chương 2. NGUYÊN LIỆU, TRANG THIẾT BỊ, NỘI DUNG 

VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. NGUYÊN VẬT LIỆU, THIẾT BỊ, ĐỘNG VẬT NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Nguyên vật liệu 

Các nguyên vật liệu và hóa chất chính dùng trong nghiên cứu được trình bày 

ở bảng 2.1  

Bảng 2.1. Nguyên vật liệu sử dụng trong nghiên cứu 

STT Tên nguyên liệu Nguồn gốc Tiêu chuẩn 

1 Berberin base 

(98,06%; CAS number: 

2086-83-1)  

Sichuan Weikeqi Biological 

Technilogy Co., Ltd -Trung 

Quốc 

Nhà sản xuất  

2 Berberin chuẩn (86,2%, 

số lô C0420168.04) 

VKN thuốc Trung ương Chuẩn làm việc 

3 Artovastatin (Lipitor) 

20mg 

Pfizer -USA Nhà sản xuất  

4 Glibenclamid chuẩn 

(100,10%, số lô 

0103129) 

VKN thuốc Trung ương Chuẩn làm việc 

5 Hydrogenated soy 

phosphatidylcholin  

(>98%) 

Lipoid GmbH - Đức Nhà sản xuất  

6 Distearoyl 

phosphatidylglycerol  

(>98%) 

Lipoid GmbH - Đức Nhà sản xuất  

7 Natri deoxycholat  

(>98%) 

Thermo Fisher Co., Ltd -USA Nhà sản xuất  

8 α-tocopherol  CISME - Italy BP 2015 

9 Ethanol tuyệt đối Đức BP 2015 

10 Ethanol 96 % Đức BP 2015 

11 Methanol Lach-ner - Cộng hòa Séc BP 2015 

12 Methanol Merck - Đức Dùng cho HPLC 

13 Cloroform Lach-ner - Cộng hòa Séc BP 2015 

14 Acid formic  Fisher-Cộng hòa Séc Dùng cho LCMS 

15 Acetonitril Merck - Đức Dùng cho HPLC 

16 Manitol Damao Co., Ltd - Trung Quốc Nhà sản xuất  

17 Poloxamer 407 Sigma Aldrich-USA Nhà sản xuất  

18 Natri heparin 5000 

UI/ml 

Đức BP 2015 

19 Dinatri hydrophosphat  Trung Quốc Tinh khiết phân 

tích 
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STT Tên nguyên liệu Nguồn gốc Tiêu chuẩn 

20 Kali dihydrophosphat  Trung Quốc Tinh khiết phân 

tích 

21 Acid hydrocloric đặc Trung Quốc Tinh khiết phân 

tích 

22 Nước muối sinh lý 0,9 % Việt Nam Nhà sản xuất 

23 Nước tinh khiết Việt Nam Dược điển VN V 

24 Nước cất Việt Nam Dược điển VN V 

 

2.1.2. Thiết bị 

Các thiết bị sử dụng trong nghiên cứu được trình bày ở bảng 2.2 

Bảng 2.2 Các thiết bị sử dụng trong nghiên cứu 

Thiết bị 
Nước sản 

xuất 
Địa điểm nghiên cứu 

Thiết bị dùng trong bào chế 

Máy cất quay R-300, Büchi 

Labortechnik 

Đức Viện nghiên cứu Dược – Đại học 

Tartu- Estonia  

Máy bao tầng sôi Mini-Glatt Đức Trường Đại học Dược Hà Nội 

Máy bao tầng sôi Diosna-Minilab Đức Trường Đại học Dược Hà Nội 

Xilanh Hamilton Mỹ Trường Đại học Dược Hà Nội 

Thiết bị đùn tay mini extruder Mỹ Trường Đại học Dược Hà Nội 

Tủ sấy chân không Daihan labtech Hàn Quốc Trường Đại học Dược Hà Nội 

Bể điều nhiệt Wisd, WB-22 Hàn Quốc Trường Đại học Dược Hà Nội 

Máy khuấy từ LLG-uniSTIRRER Đức Viện nghiên cứu Dược – Đại học 

Tartu- Estonia 

Bể siêu âm SONOREX RK 1050 

CH 

Đức Viện nghiên cứu Dược – Đại học 

Tartu- Estonia 

Thiết bị dùng để đánh giá 

Máy đo kích thước tiểu phân và phân 

bố kích thước tiểu phân Zetasizer 

Nano ZS90  

Anh Trường Đại học Dược Hà Nội 

Máy đo quang phổ UV/Vis U-

5100 

Nhật Trường Đại học Dược Hà Nội 

Thiết bị thử độ hòa tan Erweka-DT  Đức Trường Đại học Dược Hà Nội 

Máy đo thể tích biểu kiến của hạt 

và bột SVM10 

Erweka-Đức Trường Đại học Dược Hà Nội 

Bể ổn nhiệt lắc ngang Memmert 

WNB 

Đức Trường Đại học Dược Hà Nội 

Máy ly tâm Nhật Trường Đại học Dược Hà Nội 

Tủ vi khí hậu Binder KBF P Đức Trường Đại học Dược Hà Nội 

Cân phân tích 4 số    Satorius-Đức Trường Đại học Dược Hà Nội 
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Thiết bị 
Nước sản 

xuất 
Địa điểm nghiên cứu 

Cân xác định mất khối lượng do làm 

khô Moisture analyzer MF50 A&D  

Nhật Trường Đại học Dược Hà Nội 

Máy sắc ký lỏng hiệu năng cao 

Agilent HPLC 1200 

Mỹ Trường Đại học Dược Hà Nội 

Máy sinh hóa TC 3300 plus Teco 

Diagnostic 

Mỹ Trường Đại học Dược Hà Nội 

Máy đo kích thước tiểu phân và phân 

bố kích thước tiểu phân Zetasizer 

Nano ZSP model ZEN 5600 

Anh Viện nghiên cứu Dược – Đại học 

Tartu- Estonia 

Máy đo quang phổ UV/Vis UV-

1800 

Nhật Viện nghiên cứu Dược – Đại học 

Tartu- Estonia 

Máy phân tích hạt ZetaView® 

NTA  

Đức Trung tâm sinh học – Đại học 

Helsinki, Phần Lan 

Kính hiển vi điện tử đông lạnh 

Cryo-EM FEI Talos Arctica 

Mỹ Trung tâm sinh học – Đại học 

Helsinki, Phần Lan 

Kính hiển vi huỳnh quang 2 photon 

Leica TCS SP8 

Đức Khoa Y sinh, Đại học Helsinki, 

Phần Lan  

Máy đo phổ huỳnh quang Cary 

Eclipse 

Australia  Viện Vật lý - Viện Hàn lâm Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam 

Kính hiển vi điện tử đồng tiêu 

Nikon Confocal C1 si 

Nhật Viện Vật lý - Viện Hàn lâm Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam 

Kính hiển vi điện tử quét Regulus 

8100 

Nhật Viện Vật lý - Viện Hàn lâm Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam 

Kính hiển vi điện tử truyền qua 

TEM, Jeol, Jem-1010 

Nhật Viện vệ sinh dịch tễ Trung ương 

Máy quang phổ hồng ngoại FTIR 

Spectrum TwoTM, PerkinElmer  

Anh Viện Hóa học - Viện Hàn lâm Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam 

Máy nhiễu xạ tia X Equinox 5000 Pháp Viện Khoa học vật liệu - Viện Hàn 

lâm Khoa học và Công nghệ Việt 

Nam 

Hệ thống sắc ký lỏng Acquity H 

class, kết hợp khối phổ Xevo TQD, 

Waters  

Mỹ Trung tâm đánh giá tương đương 

sinh học - Viện kiểm nghiệm thuốc 

Trung Ương 

Cân phân tích 05 số Mettler Toledo Thụy Sĩ Trung tâm đánh giá tương đương 

sinh học - Viện kiểm nghiệm thuốc 

Trung Ương 

Máy ly tâm lạnh Sigma 4-16KS Đức Trung tâm đánh giá tương đương 

sinh học - Viện kiểm nghiệm thuốc 

Trung Ương 

Tủ lạnh sâu -35oC Panasonic Nhật Trung tâm đánh giá tương đương 

sinh học - Viện kiểm nghiệm thuốc 

Trung Ương 
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2.1.3. Động vật thí nghiệm 

Động vật thí nghiệm được lựa chọn cho nghiên cứu đánh giá SKD đường uống 

là chuột cống trắng Wistar, giống đực trưởng thành, khỏe mạnh, khối lượng từ 170-

240 gam, do Học viện Quân Y cung cấp.  

Động vật cho thí nghiệm đánh giá tác dụng hạ lipid máu nội sinh là chuột nhắt 

trắng trưởng thành chủng Swiss, cân nặng từ 20-28 gam, khỏe mạnh, do Viện Vệ sinh 

dịch tễ Trung ương cung cấp. 

Tất cả động vật được nuôi ở trong lồng nhựa chuẩn polypropylen và duy trì điều 

kiện nuôi chuẩn với nhiệt độ 22 ± 2 oC, độ ẩm tương đối 30-70 % với chu kỳ 12/12 

giờ sáng tối. Chuột được nuôi ổn định ít nhất 5 ngày trước khi thực hiện nghiên cứu 

tại phòng nuôi động vật của Bộ môn Dược lý Trường Đại học Dược Hà Nội. Trong 

thời gian này, chuột được cho ăn chế độ ăn chuẩn và uống nước tự do. 

2.2. NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

Nội dung nghiên cứu trong luận án được thiết kế theo các mục tiêu nghiên cứu 

như sau: 

Mục tiêu 1: “Xây dựng được công thức và quy trình bào chế liposome berberin và 

proliposome berberin ở quy mô phòng thí nghiệm” gồm các nội dung: 

- Thẩm định phương pháp định lượng BBR bằng quang phổ UV-Vis và HPLC. 

- Nghiên cứu tiền công thức. 

- Nghiên cứu bào chế và đánh giá một số đặc tính của liposome berberin.  

- Nghiên cứu bào chế và đánh giá một số đặc tính của proliposome berberin và 

liposome tạo thành từ proliposome berberin quy mô phòng thí nghiệm.  

- Nâng cấp quy mô bào chế proliposome BBR 200 gam/mẻ.  

- Xây dựng một số chỉ tiêu chất lượng của proliposome BBR. 

- Theo dõi độ ổn định của proliposome BBR.  

Mục tiêu 2: “Đánh giá được sinh khả dụng đường uống của liposome berberin và tác 

dụng hạ lipid máu nội sinh của liposome BBR trên động vật thực nghiệm” gồm các 

nội dung: 

- Thẩm định phương pháp định lượng BBR trong huyết tương chuột cống bằng 

LC-MS/MS. 

- Đánh giá sinh khả dụng của liposome BBR tạo thành từ proliposome BBR 
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dùng đường uống trên chuột thí nghiệm 

- Đánh giá tác dụng hạ lipid máu nội sinh của liposome BBR tạo thành từ 

proliposome BBR trên chuột thí nghiệm. 

2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.3.1. Thẩm định phương pháp định lượng  

2.3.1.1. Thẩm định khoảng nồng độ tuyến tính của phương pháp định lượng 

berberin bằng quang phổ hấp thụ UV-Vis 

- Dung môi pha loãng 1: ethanol 96 %.  

- Dung môi pha loãng 2: Nước cất. 

- Dung dịch chuẩn gốc: Cân chính xác khoảng 10,0 mg BBR chuẩn, cho vào 

bình định mức 10ml, hòa tan bằng siêu âm trong methanol. Thêm methanol đến vạch. 

Pha loãng dung dịch trên bằng ethanol 96 % để thu được dung dịch chuẩn gốc OS1 

có nồng độ 0,02 mg/ml. Làm tương tự như vậy để được dung dịch chuẩn gốc OS2 

với nồng độ 0,02 mg/ml với dung môi pha loãng 2.  

Từ dung dịch chuẩn gốc OS1 và OS2, pha loãng thành 2 dãy các dung dịch BBR 

chuẩn có nồng độ 4; 5; 6,7; 8; 10; 12 μg/ml, dung môi pha loãng 1 và 2 tương ứng. 

Quét phổ dung dịch BBR có nồng độ 10 μg/ml trong khoảng bước sóng từ 400 nm 

đến 200 nm. Lựa chọn bước sóng tại đó BBR có độ hấp thụ cực đại. Đo độ hấp thụ 

tại bước sóng cực đại đã lựa chọn của các dung dịch chuẩn trên với mẫu trắng là dung 

môi pha loãng. Từ kết quả độ hấp thụ thu được, xây dựng các đường chuẩn biểu diễn 

mối tương quan giữa độ hấp thụ và nồng độ BBR trong các dung môi pha loãng khác 

nhau.  

2.3.1.2. Thẩm định phương pháp định lượng berberin bằng sắc ký lỏng hiệu năng 

cao 

 Chuẩn bị các dung dịch: 

- Dung môi pha loãng: methanol, ethanol 96 %.  

- Dung dịch đệm kali dihydrophosphat (KH2PO4) 0,033M (pH 4,5): Hòa tan 

4,488g Kali dihydrophosphat (TT) trong nước cất 2 lần. Kiểm tra pH và điều chỉnh 

về 4,5 bằng dung dịch acid hydrocloric 1N hoặc dung dịch NaOH 10M (nếu cần). 

Lọc qua màng lọc 0,45 μm. Siêu âm 15 phút để đuổi bọt khí. 
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- Pha động: hỗn hợp acetonitril : dung dịch đệm KH2PO4 0,033M (pH 4,5) = 1:1 

- Dung dịch chuẩn: cân chính xác khoảng 10,0 mg berberin chuẩn, hòa tan trong 

methanol ở bình định mức 10ml bằng siêu âm, thêm dung môi methanol tới vạch và 

lắc kỹ được dung dịch gốc có nồng độ 1 mg/ml. Pha loãng dung dịch gốc với ethanol 

96 % để được dung dịch có nồng độ 5 µg/ml. Lọc qua màng lọc celulose acetat kích 

thước lỗ lọc 0,45µm.  

- Dung dịch thử: Cân chính xác 1 lượng proliposome BBR hoặc hỗn hợp vật lý 

(trong đánh giá tương tác dược chất với tá dược) chứa tương ứng với 10,0 mg BBR, 

cho vào bình định mức 10ml. Thêm methanol vào gần đến vạch, hòa tan các thành 

phần tạo liposome hoặc hỗn hợp vật lý trong 15 phút ở bể siêu âm (manitol không tan 

sẽ lắng xuống đáy). Bổ sung methanol đến vạch. Dịch trong được lọc qua màng lọc 

0,45 μm. Dịch lọc được pha loãng bằng ethanol 96% để tạo dung dịch thử có nồng 

độ BBR 5 µg/ml.   

- Dung dịch mẫu trắng: cân mẫu placebo (thành phần giống với proliposome 

BBR hoặc hỗn hợp vật lý nhưng không có dược chất), hòa tan trong methanol 

(manitol không tan sẽ lắng xuống đáy). Phần dịch trong được pha loãng bằng ethanol 

96 % tương tự như quy trình xử lý mẫu thử để được dung dịch mẫu trắng với lượng 

nền tương đương với lượng trong mẫu thử nồng độ 5 µg/ml.   

 Điều kiện sắc ký: 

- Qua tham khảo nghiên cứu trước về phương pháp định lượng BBR [24] kết 

hợp với khảo sát sơ bộ, các điều kiện chạy sắc ký được lựa chọn trên hệ thống sắc ký 

Agilent Infinity 1200 như sau: cột sắc ký  Inertsil®-ODS3, 250 x 4,6 mm, kích thước 

hạt nhồi 5 µm. Pha động là hỗn hợp acetonitril : dung dịch đệm KH2PO4 0,033M = 

48:52, được lọc qua màng lọc kích thước lỗ lọc 0,45 µm. Tốc độ dòng: 1,0 ml/phút. Thể 

tích tiêm mẫu: 10 µl. Detector UV-Vis phát hiện ở bước sóng 350 nm. 

 Thẩm định phương pháp định lượng dựa trên một số tiêu chí:  

- Tính thích hợp của hệ thống: tiêm mẫu chuẩn có nồng độ 5 g/ml lặp lại 6 lần 

qua hệ thống sắc ký theo chương trình đã chọn. Yêu cầu độ lặp lại về diện tích pic, thời 

gian lưu giữa mỗi lần tiêm có giá trị RSD không quá 2%. Số đĩa lý thuyết ≥ 1000.  

- Tính chọn lọc - độ đặc hiệu: Tiêm mẫu trắng, mẫu chuẩn, mẫu thử vào hệ 



37 

 

thống sắc ký theo chương trình đã lựa chọn và ghi lại các sắc ký đồ. Yêu cầu pic của 

berberin được nhận diện rõ trên sắc ký đồ của mẫu chuẩn, mẫu thử và không xuất 

hiện pic lạ tại thời điểm trùng với thời gian lưu của BBR trên sắc ký đồ mẫu trắng. 

- Khoảng tuyến tính: chuẩn bị một dãy gồm 5 dung dịch chuẩn BBR có các nồng 

độ từ 2,5, 5, 10, 20, 25 và 50 µg/ml. Tiêm lần lượt các dung dịch vào hệ thống sắc ký 

theo chương trình đã chọn. Xác định mối tương quan giữa diện tích pic và nồng độ 

berberin. Khoảng tuyến tính phải có hệ số tương quan 0,99 ≤ R2 ≤ 1.  

- Độ chính xác: chuẩn bị dung dịch mẫu trắng như trên. Thêm chuẩn vào nền 

mẫu để được các dung dịch với 3 mức nồng độ 4, 5 và 6 µg/ml. Lọc qua màng lọc 

kích thước lỗ lọc 0,45 μm. Tiêm vào hệ thống theo chương trình đã chọn. Yêu cầu 

phần trăm tìm lại của các mẫu ở 3 mức nồng độ nằm trong khoảng từ 98 -102 %.  

- Độ chụm: chuẩn bị 6 mẫu proliposome berberin chứa chính xác khoảng 10 mg 

BBR, hòa tan trong bình định mức 10 ml bằng methanol rồi pha loãng bằng ethanol 

96 % để được các dung dịch có nồng độ BBR 5 µg/ml. Tiến hành chạy sắc ký theo 

chương trình đã lựa chọn. Xác định nồng độ dung dịch từ phương trình hồi quy tuyến 

tính và tính hàm lượng BBR trong proliposome BBR. Yêu cầu độ lặp lại về hàm 

lượng berberin giữa các mẫu có giá trị RSD không vượt quá 2%. 

2.3.1.3. Thẩm định phương pháp định lượng berberin trong huyết tương chuột cống 

Chuẩn bị mẫu: 

Chuẩn bị các dung dịch chuẩn trong dung môi: 

- Dung dịch chuẩn gốc để pha đường chuẩn và pha mẫu kiểm tra: Cân chính xác 

chất chuẩn berberin clorid hòa tan trong methanol thu được dung dịch chuẩn gốc có 

nồng độ BBR khoảng 500 μg/ml.  

- Dung dịch chuẩn làm việc: Pha loãng dịch chuẩn gốc trong methanol để thu 

được các dung dịch chuẩn làm việc có nồng độ 5000 ng/ml và 250 ng/ml. 

- Dung dịch chuẩn nội gốc: Cân chính xác chất chuẩn glibenclamid hòa tan trong 

methanol thu được dung dịch chuẩn nội gốc có nồng độ glibenclamid khoảng 250 

μg/ml.  

- Dung dịch chuẩn nội làm việc: Từ dung dịch chuẩn nội gốc, tiến hành pha 

loãng trong hỗn hợp dung môi methanol: nước (1:1) để thu được dung dịch chuẩn nội 
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làm việc có nồng độ khoảng 250 ng/ml. 

Chuẩn bị đường chuẩn và mẫu LLOQ trong huyết tương: 

- Từ các dung dịch chuẩn trong dung môi, pha các dung dịch chuẩn làm việc 

trong huyết tương trắng chuột có nồng độ BBR tương ứng khoảng 25 ng/ml và 2 

ng/ml.  

- Từ các dung dịch chuẩn làm việc trong huyết tương, pha các dung dịch chuẩn 

trong huyết tương bằng huyết tương trắng chuột có nồng độ BBR 0,2; 0,5; 1; 2; 8; 

12; 20; 25 ng/ml.  

- Mỗi đường chuẩn bao gồm: 01 mẫu huyết tương trắng (blank), 01 mẫu huyết 

tương trắng có pha IS (zero) và 08 mẫu huyết tương có pha chuẩn BBR và IS. 

Chuẩn bị mẫu kiểm tra trong huyết tương (QCs): 

- Từ dung dịch chuẩn làm việc nồng độ 250 ng/ml, pha các dung dịch chuẩn 

làm việc trong huyết tương có nồng độ 25 ng/ml và 2 ng/ml. Từ các dung dịch này, 

pha các dung dịch mẫu kiểm tra trong huyết tương với 3 nồng độ: 0,6 ng/ml (LQC); 

10 ng/ml (MQC) và 18 ng/ml (HQC).  

Chuẩn bị mẫu pha loãng:  

- Từ dung dịch chuẩn làm việc nồng độ BBR 5000 ng/ml, pha loãng bằng hỗn 

hợp dung môi methanol: nước (1:1) để được dung dịch có nồng độ 2500 ng/ml. Từ 

dung dịch thu được có nồng độ 2500 ng/ml, pha loãng trong huyết tương trắng chuột 

để được nồng độ BBR khoảng 125 ng/ml. Lấy 36 μl dung dịch này tiếp tục được pha 

loãng với 14 μl huyết tương trắng chuột để được mẫu pha loãng gấp 5 lần nồng độ 

HQC (90 ng/ml). 

Chuẩn bị mẫu kiểm tra tính thích hợp của hệ thống: 

- Lấy 30 μl dung dịch mẫu kiểm tra trong huyết tương có nồng độ BBR 25 

ng/ml, pha loãng với 20 μl huyết tương trắng chuột để được mẫu dung dịch dùng 

kiểm tra tính thích hợp của hệ thống có nồng độ 15 ng/ml.  

Xử lý mẫu: 

Quy trình xử lý mẫu được tiến hành bằng phương pháp kết tủa protein với dung 

môi chiết là acetonitril [32]. Quy trình gồm các bước sau: 

- Mẫu huyết tương chuột cần định lượng nồng độ BBR được để rã đông ở nhiệt 
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độ phòng.  

- Tiến hành hút 50 μl mẫu huyết tương sau khi rã đông cho vào ống Eppendorf, 

thêm 10 μl IS và 200 μl acetonitril. Lắc nhẹ 5 giây. Ly tâm 9000 vòng/phút trong 5 

phút. Hút khoảng 230 μl lớp dịch trong, cho vào lọ sắc ký. Thêm 100 μl nước, lắc 

nhẹ. Tiêm sắc ký.  

- Với mẫu có nồng độ BBR cao ngoài khoảng tuyến tính, tiến hành pha loãng 

mẫu 5 lần bằng cách hút 10 μl mẫu huyết tương, thêm 40 μl huyết tương trắng. Lắc 

đều rồi xử lý tiếp như trên.  

Phương pháp định lượng: 

Mẫu huyết tương sau khi xử lý được định lượng bằng phương pháp LC-MS/MS 

với các điều kiện sắc ký được cải tiến trên cơ sở tham khảo các tài liệu đã công bố 

trước đây về định lượng BBR trong huyết tương chuột [32], [88], [155], kết hợp với 

thực nghiệm khảo sát để lựa chọn điều kiện sắc ký cũng như điều kiện khối phổ và 

lựa chọn chất chuẩn nội (IS). Điều kiện sắc ký gồm có cột C18 với kích thước cột 50 

x 2,1 mm, kích thước hạt nhồi 1,7 μm, nhiệt độ cột 40oC. Pha động là hỗn hợp 

acetonitril : acid formic 0,1% (60:40). Tốc độ dòng 0,2 ml/phút. Thể tích tiêm mẫu 5 

μl. Nhiệt độ buồng tiêm mẫu bằng nhiệt độ phòng. Điều kiện khối phổ được trình bày 

ở bảng 2.3. 

Bảng 2.3. Điều kiện khối phổ của phương pháp LC-MS/MS định lượng BBR 

                              Hoạt chất 

Thông số 
Berberin Glibenclamid (IS) 

Chế độ ion hóa ESI (+) ESI (+) 

Điện thế đầu phun (kV) 3,5 3,5 

Điện thế bộ phận thu mẫu (V) 40 40 

Nhiệt bay hơi (oC) 350 350 

Tốc độ khí bay hơi (lít/giờ) 650 650 

Tốc độ khí bộ phận thu mẫu (lít/giờ) 20 20 

Thế phân mảnh ion (V) 34 14 

Ion ban đầu (parent ion) m/z = 335,92 m/z = 494,2 

Ion tạo thành (product ion) m/z = 320,11 m/z = 369,1 
 

Quy trình thẩm định  phương pháp định lượng BBR trong huyết tương chuột 

được thực hiện theo hướng dẫn của Ủy ban Y tế châu Âu [7] và Cơ quan quản lý thực 
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phẩm và dược phẩm Hoa Kỳ [8] bao gồm các tiêu chí sau: sự phù hợp của hệ thống 

sắc ký, tính chọn lọc, tính tuyến tính, độ nhạy, độ đúng, độ chính xác (trong ngày và 

khác ngày), tính nguyên vẹn khi pha loãng, khả năng phục hồi, ảnh hưởng của nền 

mẫu, độ ổn định của BBR trong huyết tương ở các điều kiện phân tích và bảo quản 

mẫu. Cụ thể như sau: 

Sự phù hợp của hệ thống: 

Chuẩn bị mẫu BBR trong huyết tương chứa BBR với nồng độ 15 ng/ml theo 

quy trình phân tích để kiểm tra sự phù hợp của hệ thống. Tiêm lặp lại 6 lần mẫu này 

theo các điều kiện sắc ký đã chọn như ở “phương pháp định lượng”. Xác định thời 

gian lưu, diện tích pic và tính tỉ lệ giữa pic của BBR so với pic của chuẩn nội. Yêu 

cầu pic của BBR và IS phải cân đối, được nhận diện rõ ràng, tách khỏi pic tạp có 

trong mẫu, có sự lặp lại về thời gian lưu và diện tích pic của BBR và IS. Các hệ số 

biến thiên (CV) về thời gian lưu của BBR và IS ≤ 1,0%. Hệ số biến thiên về tỉ lệ diện 

tích pic BBR/IS ≤ 5,0%.  

Tính chọn lọc, đặc hiệu của phương pháp: 

Tiến hành chuẩn bị 6 mẫu huyết tương trắng, 6 mẫu chuẩn có chứa IS và BBR 

ở nồng độ LLOQ (0,2 ng/ml) trong từng nguồn mẫu huyết tương trắng trên, 01 đường 

chuẩn và các mẫu QC (LQC, MQC, HQC). Phân tích các mẫu trên theo quy trình. 

Ghi lại sắc ký đồ, thông số pic và đáp ứng pic. Yêu cầu pic của BBR và IS phải cân 

đối, nhận diện rõ ràng, tách khỏi pic tạp có trong mẫu. Tại thời điểm trùng với thời 

gian lưu của BBR, đáp ứng pic của từng mẫu trắng phải không quá 20 % đáp ứng pic 

của mẫu LLOQ tương ứng. Tại thời điểm trùng với thời gian lưu của IS, đáp ứng peak 

của từng mẫu trắng phải không quá 5% đáp ứng pic trung bình IS của mẫu đường 

chuẩn (CC), QC.  

Xây dựng đường chuẩn trong huyết tương chuột và khoảng tuyến tính: 

Tiến hành khảo sát khoảng nồng độ BBR từ 0,2 ng/ml đến 25 ng/ml với 08 mẫu 

chuẩn trong huyết tương như trình bày ở mục “chuẩn bị đường chuẩn và mẫu LLOQ 

trong huyết tương”, mỗi nồng độ 2 mẫu độc lập. Xử lý các mẫu theo quy trình. Phân 

tích các mẫu bằng phương pháp LC-MS/MS. Các đường chuẩn được xây dựng bằng 

sử dụng hồi quy tuyến tính giữa tỉ lệ diện tích pic BBR/IS và nồng độ thực của BBR 



41 

 

trong mẫu, sử dụng hệ số trọng số 1/x2 (x là nồng độ chuẩn). Tính lại nồng độ BBR 

có trong mẫu chuẩn theo phương trình hồi quy đã xây dựng. Xác định độ chính xác 

bằng cách so sánh giá trị tính được với nồng độ thực tương ứng. Yêu cầu trong khoảng 

nồng độ khảo sát, độ chính xác so với giá trị thực của các nồng độ phải nằm trong 

khoảng từ 85% - 115%. Tại điểm có nồng độ nhỏ nhất của đường chuẩn (điểm 

LLOQ), độ chính xác được phép từ 80% đến 120%. Có ít nhất 75% số điểm trong 

dãy đường chuẩn đạt được tiêu chẩn trên. Khoảng tuyến tính có hệ số tương quan r ≥ 

0,95.  

Xác định giới hạn định lượng dưới (LLOQ):  

Giới hạn định lượng dưới là nồng độ thấp nhất trên đường chuẩn, phản ánh độ 

nhạy và độ chụm của phương pháp.  

Tiến hành xử lý 6 mẫu huyết tương trắng có pha chuẩn BBR ở nồng độ 0,2 

ng/ml và IS. Chuẩn bị đường chuẩn trong cùng điều kiện. Phân tích các mẫu bằng 

phương pháp LC-MS/MS theo quy trình. Ghi lại sắc ký đồ và đáp ứng pic. Tiến hành 

lặp lại trong 3 ngày liên tiếp. Xác định lại nồng độ của các mẫu khảo sát từ phương 

trình hồi quy đường chuẩn. Tính độ chính xác bằng cách so sánh nồng độ tính được 

với nồng độ thực. Tính độ chụm của mẫu LLOQ bằng cách tính độ lệch chuẩn tương 

đối (RSD) hay hệ số tương quan (CV) giữa các mẫu. Nồng độ khảo sát được chấp 

nhận là LLOQ khi thỏa mãn các điều kiện sau: Tại thời điểm trùng với thời gian lưu 

của BBR, đáp ứng pic trung bình của mẫu LLOQ (signal) phải gấp ít nhất 5 lần đáp 

ứng pic của mẫu trắng có thêm IS (noise) (S/N > 5). Độ chính xác trung bình của từng 

ngày và của 3 ngày phải đạt từ 80% - 120% so với nồng độ lý thuyết. Độ chụm từng 

ngày và của 3 ngày phải ≤ 20%. 

Xác định độ chính xác, độ lặp lại trong ngày và khác ngày: 

Đánh giá độ chính xác, độ lặp lại trong ngày và khác ngày ở 4 mức nồng độ: 

LLOQ (0,2 ng/ml), LQC (0,6 ng/ml), MQC (10 ng/ml) và HQC (18 ng/ml). Chuẩn bị 

đường chuẩn và 4 lô mẫu huyết tương, mỗi lô gồm 6 mẫu độc lập chứa các mẫu QCs 

và LLOQ. Trong cùng một ngày, tiến hành xử lý và phân tích sắc ký các mẫu QC và 

LLOQ song song với đường chuẩn bằng phương pháp LC-MS/MS. Ghi lại sắc ký đồ 

và đáp ứng pic. Xác định nồng độ, độ chính xác và độ chụm của các mẫu QC và 
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LLOQ. Tiến hành lặp lại trong 3 ngày liên tiếp. Yêu cầu với mỗi mức nồng độ QC, 

độ chính xác trung bình phải nằm trong khoảng từ 85% - 115% so với nồng độ thực, 

độ lặp lại có độ lệch chuẩn tương đối hay hệ số biến thiên CV ≤ 15%. Riêng mẫu 

nồng độ LLOQ, độ chính xác trong khoảng 80%-120% và CV ≤ 20%.  

Độ chụm khi pha loãng: 

Chuẩn bị 06 mẫu pha loãng để khảo sát độ đúng, độ chính xác của phương pháp 

khi pha loãng như trình bày ở phần “chuẩn bị mẫu pha loãng”. Tiến hành pha loãng 

mẫu 5 lần trong huyết tương. Chuẩn bị 01 đường chuẩn trong cùng điều kiện, xử lý 

các mẫu gồm mẫu pha loãng, các mẫu QC trong huyết tương và phân tích bằng 

phương pháp LC-MS/MS. Tính nồng độ, độ chính xác và độ chụm của các mẫu pha 

loãng theo đường chuẩn phân tích trong cùng điều kiện. Yêu cầu độ chính xác trung 

bình của mẫu pha loãng phải nằm trong khoảng từ 85% đến 115% so với nồng độ 

thực đã pha. Độ chụm giữa các nồng độ của mẫu pha loãng có giá trị CV ≤ 15%.    

Tỉ lệ thu hồi: 

Tiến hành xử lý các lô mẫu huyết tương chứa BBR ở 03 mức nồng độ LQC, 

MQC, và HQC bằng phương pháp kết tủa protein với dung môi acetonitril, mỗi lô 

gồm 06 mẫu độc lập. Phân tích theo quy trình bằng phương pháp LC-MS/MS, ghi lại 

sắc ký đồ và đáp ứng pic. Song song tiến hành xử lý các lô mẫu pha trong nền mẫu 

sau xử lý và có nồng độ tương ứng với nồng độ các mẫu QC, mỗi lô gồm 06 mẫu độc 

lập. Phân tích định lượng trực tiếp các mẫu trên không qua chiết tách trong cùng điều 

kiện với các mẫu có qua chiết tách. Ghi lại sắc ký đồ và đáp ứng pic. Xác định tỉ lệ 

thu hồi của BBR và IS bằng cách so sánh kết quả đáp ứng pic của BBR và chuẩn nội 

trong các mẫu QC pha trong huyết tương (có qua chiết tách) với đáp ứng pic của các 

mẫu tương ứng pha trong nền mẫu (không qua chiết tách). Yêu cầu tỉ lệ thu hồi giữa 

các nồng độ không khác nhau quá ±15%. Giá trị CV% giữa các đáp ứng pic của BBR 

và IS trong các mẫu không qua chiết tách ở mỗi nồng độ phải không quá 10%. Giá 

trị CV% giữa các đáp ứng pic của BBR và IS trong các mẫu QC có qua chiết tách ở 

mỗi nồng độ phải không quá 15%. 

Ảnh hưởng của nền mẫu: 

Tiến hành xử lý 06 mẫu huyết tương trắng có nguồn gốc khác nhau theo phương 
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pháp kết tủa protein với dung môi acetonitril để thu được các dung dịch nền mẫu 

tương ứng. Pha mẫu chuẩn có chứa IS và BBR ở 2 nồng độ LQC và HQC trong từng 

dung dịch nền mẫu trên. Song song chuẩn bị 06 mẫu chuẩn trong pha động có chứa 

IS và BBR ở 2 nồng độ LQC và HQC. Tiến hành phân tích LC-MS/MS các mẫu trên, 

xác định diện tích pic BBR và IS của các mẫu pha trong dung dịch nền mẫu và pha 

động. Đánh giá sự ảnh hưởng của nền mẫu dựa trên tỉ số MFBBR/MFIS. Trong đó, 

MFBBR và MFIS lần lượt là tỉ số giữa diện tích pic của BBR và IS trong dung dịch nền 

mẫu với giá trị trung bình pic của BBR và IS trong pha động có nồng độ tương đương. 

Yêu cầu ở mỗi mức nồng độ, tỉ số MFBBR/MFIS có giá trị CV ≤ 15%.  

Độ ổn định: 

Mẫu được nghiên cứu độ ổn định bằng cách so sánh nồng độ BBR và IS trong 

mẫu sau bảo quản với nồng độ tại thời điểm ban đầu. Tiến hành đánh giá độ ổn định 

của các dung dịch chuẩn gốc BBR và IS trong thời gian dài (27 ngày đối với BBR, 

13 ngày đối với IS) bảo quản ở nhiệt độ 2 – 8 oC, và trong thời gian ngắn (3,5 giờ) ở 

nhiệt độ phòng, dung dịch chuẩn nội làm việc trong 48 giờ ở nhiệt độ phòng.  Độ ổn 

định của BBR trong huyết tương chuột của BBR ở 2 nồng độ LQC và HQC cũng 

được đánh giá trong các điều kiện phân tích và bảo quản khác nhau: sau 05 chu kỳ 

đông rã, mẫu huyết tương trong thời gian ngắn (6 giờ) ở nhiệt độ phòng, mẫu huyết 

tương bảo quản ở -35 oC trong 52 ngày, mẫu huyết tương sau xử lý bảo quản trong 

buồng tiêm mẫu (auto-sampler) sau 25 giờ ở nhiệt độ phòng (25 ± 5 oC). Mẫu được 

coi là ổn định khi phần trăm độ ổn định nằm trong khoảng 85-115% và giá trị CV% 

giữa các đáp ứng thu được của mỗi mẫu không quá 15%. 

% Độ ổn định = (trung bình đáp ứng mẫu độ ổn định x nồng độ mẫu mới pha x 

100)/(Trung bình đáp ứng mẫu mới pha x nồng độ mẫu độ ổn định) [8]. 

2.3.2. Phương pháp nghiên cứu tiền công thức 

2.3.2.1. Nghiên cứu tính chất của dược chất và tá dược 

a. Đánh giá hình thái và kích thước tiểu phân bằng kính hiển vi điện tử quét (Scanning 

electron microscope-SEM) 

Tiến hành: Bột nguyên liệu được trải trên tấm carbon dính sẵn trên đế kim 

loại, tiếp theo phủ một lớp platin lên bột để tăng độ dẫn điện. Lắp đế kim loại vào 
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thanh gắn và đưa vào buồng soi mẫu. Mẫu được chiếu dòng điện từ trường 3kV, và 

quan sát hình thái dưới kính hiển vi điện tử quét với các độ phóng đại khác nhau.  

b. Phương pháp nhiễu xạ tia X (X-ray diffraction-XRD) 

Tiến hành: Các mẫu bột nguyên liệu BBR, DSPG, HSPC, NaDC, manitol được 

trải đều một lớp mỏng lên mặt kính diện tích khoảng 2cm x 2cm. Cho mẫu vào máy 

đo nhiễu xạ và tiến hành chiếu tia X với bước sóng tia X tới từ bức xạ Kα1 của đồng 

kim loại (Cu) là λCu = 1,5405 Ao, góc quét từ 0-120 độ. Tốc độ quét 0,15 độ theta/bậc 

và 100 giây/bậc.  

c. Phương pháp đo phổ hồng ngoại (FTIR) 

Tiến hành: Lấy khoảng 2 mg mẫu phân tích đã nghiền mịn, trộn đều với 

khoảng 300 mg kali bromid (KBr) đã sấy khô, ép thành viên mỏng (đường kính 

khoảng 10 mm) với áp suất khoảng 800 mPa trong điều kiện chân không rồi đo phổ 

IR.  

d. Phương pháp đo phổ huỳnh quang của berberin   

Tiến hành: Pha dung dịch BBR tương ứng với nồng độ khoảng 0,2 mg/ml trong 

các dung môi khác nhau là nước cất và ethanol 96 %. Tiến hành đo phổ huỳnh quang 

của BBR ở bước sóng kích thích 343 nm đối với dung dịch BBR trong nước cất và ở 

bước sóng 350 nm đối với dung dịch BBR trong ethanol 96 %. Ghi nhận các đỉnh cực 

đại phát quang của nguyên liệu berberin trong các dung môi khác nhau.  

e. Phương pháp chụp hình ảnh phát huỳnh quang 

 Tiến hành: Bột nguyên liệu BBR và các tá dược NaDC, HSPC, DSPG được 

trải một lớp mỏng lên lam kính, đậy lamen và tiến hành chụp ảnh huỳnh quanh ở 

bước sóng 488 nm (kênh bước sóng xanh) trên kính hiển vi điện tử đồng tiêu hay kính 

hiển vi điện tử quét lase. 

2.3.2.2. Nghiên cứu tương tác giữa dược chất với tá dược 

Tương tác dược chất với tá dược được đánh giá bằng cách phối hợp dược chất 

BBR với tá dược gồm HSPC, DSPG, NaDC, vitamin E, manitol với các tỉ lệ khác 

nhau. Các nguyên liệu HSPC, DSPG, NaDC, manitol được rây qua rây 0,25 mm trước 

khi trộn đều theo nguyên tắc đồng lượng để tạo thành hỗn hợp vật lý rồi cho vào ống 

Eppendorf, đậy nắp kín và bảo quản ở nhiệt độ 40 ± 2 oC và độ ẩm 75 ± 5%, đánh giá 
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hình thức bên ngoài và hàm lượng BBR trong mẫu trước và sau khi lưu ở điều kiện 

trên bằng phương pháp HPLC như trình bày ở mục 2.3.1.2. 

2.3.3. Phương pháp bào chế liposome berberin  

2.3.3.1. Phương pháp tiêm ethanol 

Quy trình bào chế liposome bằng phương pháp tiêm ethanol được tiến hành 

theo phương pháp của Batzi và Korn [25]. BBR và các tá dược HSPC, DSPG, NaDC, 

α-tocopherol được hòa tan trong 40 ml ethanol tuyệt đối bằng siêu âm, gia nhiệt đến 

45oC. Dung dịch thu được tiếp tục được tiêm vào 120 ml nước cất đã làm nóng lên từ 

45-65 oC và khuấy từ với tốc độ khuấy 500 vòng/phút trên máy khuấy từ LLG-

uniSTIRRER. Tốc độ tiêm 1 ml/phút, sử dụng kim tiêm 27G x 0,5” (NeoJet, 

Neomedic limited, UK). Sau khi tiêm hết dung dịch tạo liposome, tiếp tục khuấy từ 

và duy trì nhiệt độ khảo sát từ 45-65 oC trong khoảng 30 phút. Hỗn hợp thu được cho 

vào bình cầu dung tích 1 lít rồi tiến hành loại bỏ dung môi ethanol và cô đặc hỗn dịch 

liposome trong máy cất quay áp suất giảm R-300 ở điều kiện khảo sát: nhiệt độ từ 60 

– 65 oC, áp suất từ 130-200 mbar, tốc độ vòng quay 150 vòng/phút trong thời gian từ 

45-60 phút để thu được 60 ml liposome. Hỗn dịch liposome tạo ra được bảo quản ở 

nhiệt độ 2-8 oC cho các phân tích tiếp theo.       

2.3.3.2. Phương pháp hydrat hóa film 

Liposome được bào chế dựa theo phương pháp của Bangham [22]. Dược chất 

và các tá dược HSPC, DSPG, NaDC, α-tocopherol được hòa tan trong 40 ml hỗn hợp 

dung môi methanol và cloroform với tỉ lệ 2,5:1 (tt/tt) với qui mô mẻ như trình bày ở 

phụ lục 3.2. Dung dịch thu được cho vào bình cầu dung tích 1 lít, thêm 3g bi thủy 

tinh rồi đem cất quay ở điều kiện khảo sát: nhiệt độ từ 41 - 55 oC; áp suất giảm trong 

khoảng từ 280-330 mbar; tốc độ quay của bình cầu 150 vòng/phút để tạo ra màng 

film. Tiếp tục cất quay cho đến khi loại bỏ hết các vết dung môi trên thành bình. Lớp 

film tạo thành được hydrat hóa bằng 60 ml nước cất ở nhiệt độ 65 oC, tốc độ quay 

của bình cầu 200 vòng/phút, thời gian 60 phút. Hỗn dịch liposome tạo thành tiếp tục 

làm giảm kích thước tiểu phân bằng phương pháp đùn từ 20-60 lần qua màng 



46 

 

polycarbonat có kích thước lỗ lọc 400 nm [92]. Liposome sau khi làm giảm kích 

thước tiểu phân được bảo quản ở nhiệt độ từ 2 – 8 oC cho các phân tích tiếp theo.  

2.3.4. Phương pháp bào chế proliposome berberin    

Proliposome BBR được bào chế theo phương pháp cải tiến từ phương pháp 

bao hạt [55]. Thành phần tạo liposome gồm BBR, HSPC, DSPG, NaDC và α-

tocopherol như mô tả ở bảng 2.4 được hòa tan trong hỗn hợp dung môi methanol và 

cloroform với tỉ lệ 2,5:1 (tt/tt). Manitol (chất mang) được cho vào buồng tạo hạt của 

máy bao tầng sôi. Khảo sát tỉ lệ khối lượng giữa thành phần tạo liposome và chất 

mang, một số thông số quy trình gồm nhiệt khí vào, tốc độ thổi khí. Sau khi nhiệt độ 

buồng sấy đạt đến nhiệt độ yêu cầu, tiến hành phun dung dịch tạo liposome lên trên 

chất mang theo thông số khảo sát. Sau khi phun hết dung dịch, tiếp tục thổi khí nóng 

trong thời gian 1 giờ để loại bỏ dung môi và sấy khô proliposome.  

Bảng 2.4. Thành phần tạo film trên chất mang manitol dùng trong khảo sát ban đầu 

Thành phần tạo film Tỉ lệ mol Số mmol Khối lượng cho 1 mẻ (g) 

Berberin 8 6 2,058 

α-tocopherol 2 1,5 0,648 

NaDC 2 1,5 0,624 

HSPC 3,6 2,7 2,118 

DSPG 5,4 4,05 3,156 

 

2.3.5. Phương pháp đánh giá một số đặc tính của liposome BBR  

2.3.5.1. Đánh giá hình thái và cấu trúc 

Hình thái của liposome BBR được quan sát bằng sử dụng hai loại kính hiển vi: 

kính hiển vi điện tử đông lạnh (cryo-EM) và kính hiển vi huỳnh quang. 

Với kỹ thuật dùng cryo-EM, hỗn dịch liposome BBR được thủy tinh hóa bằng 

cách hút 3 μl hỗn dịch, phun lên đĩa lưới Quantifoil R1.2/1.3 (đã được phủ carbon) 

và làm đông lạnh đĩa chứa mẫu bằng ni-tơ lỏng trong thiết bị thủy tinh hóa mẫu Leica 

EMGP (Leica Microsystem GmbH, Đức). Mẫu sau đó được quan sát dưới kính hiển 

vi điện tử FEI Talos Arctica với dòng điện từ trường 200 kV. Hình ảnh được ghi lại 

với độ phóng đại 150.000 lần, độ phân giải 0,97 Ao/pixel với 3 camera FEI Falcon. 

Với kỹ thuật dùng kính hiển vi điện tử huỳnh quang 2 photon, ứng dụng tính 

chất vật lý của BBR có thể phát quang ở khoảng bước sóng từ 470 - 670 khi kích ở 
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bước sóng 350 nm [47], hỗn dịch liposome BBR được nhỏ vào đĩa thủy tinh có đáy, 

hình ảnh và kích thước liposome được ghi lại bằng 2 phương pháp như sau: (1) chiếu 

chùm tia lase argon kích ở bước sóng 488 nm, và thu tín hiệu ở bước sóng 500 – 570  

nm; (2) nguồn ánh sáng (picoEmerald, APE, Berlin, Germany) được chuyển sang dải 

bước sóng từ 800 - 820 nm và huỳnh quang phát ra từ BBR trong liposome được ghi 

lại ở bước sóng từ 400 – 500 nm.             

2.3.5.2. Đánh giá kích thước và phân bố kích thước tiểu phân liposome 

Phương pháp tán xạ ánh sáng động: 

Tiến hành: Pha loãng mẫu với số lần thích hợp rồi cho khoảng 1 ml hỗn dịch 

mẫu vào cốc đo sạch, khô và tiến hành đo với góc tán xạ 90o, hệ số tán xạ của 1,58.  

Phương pháp phân tích vết hạt: 

Tiến hành: Pha loãng mẫu đến nồng độ thích hợp rồi tiêm vào buồng mẫu của 

thiết bị phân tích vết hạt ZetaView® NTA. Đo mẫu theo chương trình cài đặt, đồng 

thời ghi lại hình ảnh của chuyển động của các tiểu phân riêng lẻ.  

2.3.5.3. Đánh giá hiệu suất liposome hóa 

Hút chính xác 1,0 ml hỗn dịch liposome BBR, cho vào ống siêu ly tâm (MW 

30.000 dalton, Merck, Đức) rồi cho vào máy ly tâm với tốc độ 4.000 vòng/phút trong 

30 phút. Dịch ly tâm dưới màng lọc được cho vào bình định mức 10 ml và bổ sung 

thể tích vừa đủ 10ml bằng ethanol 96 %. Lắc đều và đo phổ hấp thụ UV-Vis ở bước 

sóng 350 nm. Nồng độ BBR tự do (Ctự do) trong dịch ly tâm được tính theo phương 

trình đường chuẩn xây dựng trong cùng ngày phân tích theo phương pháp đã ở mục 

2.3.1.1. Nếu nồng độ dược chất tự do thấp dưới khoảng tuyến tính, nồng độ dược chất 

nạp trong liposome được xác định thay thế dược chất tự do bằng phương pháp sau. 

Phá vỡ liposome BBR trên màng siêu lọc bằng dung môi methanol và cho vào bình 

định mức 10ml. Dùng methanol để rửa sạch màng lọc rồi gộp dịch rửa vào bình định 

mức. Thêm dung môi ethanol 96% vừa đủ thể tích. Tiến hành đo phổ để xác định 

nồng độ dược chất nạp trong liposome (Cliposome hóa). 

Để định lượng hàm lượng dược chất toàn phần có trong liposome (Ctoàn phần), hút 

chính xác 1,0 ml hỗn dịch liposome khác cho vào bình định mức dung tích 10ml. 

Thêm ethanol 96 % cho đến vạch, hòa tan bằng siêu âm để phá vỡ liposome và hòa 
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tan BBR hoàn toàn. Dung dịch được pha loãng với số lần thích hợp để đo phổ hấp 

thụ UV-Vis ở bước sóng 350 nm. Tính nồng độ BBR toàn phần, sử dụng phương 

trình đường chuẩn. Mẫu trắng được chuẩn bị là liposome trắng (thành phần giống như 

liposome BBR nhưng không chứa dược chất) được hòa tan trong ethanol 96 % và pha 

loãng như ở phần định lượng Ctoàn phần. Hiệu suất nạp BBR vào liposome được tính 

theo công thức (Eq.1) nếu mẫu có nồng độ dược chất tự do nằm trong khoảng tuyến 

tính. Nếu nồng độ dược chất tự do nằm dưới khoảng tuyến tính, hiệu suất nạp dược 

chất được tính theo công thức (Eq.2). 

𝐸𝐸 (%) =
(𝐶𝑡𝑜à𝑛 𝑝ℎầ𝑛 − 𝐶𝑡ự 𝑑𝑜)x 100 

𝐶𝑡𝑜à𝑛 𝑝ℎầ𝑛

          (Eq. 1)  

Hoặc  

𝐸𝐸 (%) =
𝐶𝑙𝑖𝑝𝑜𝑠𝑜𝑚𝑒 ℎó𝑎  x 100 

𝐶𝑡𝑜à𝑛 𝑝ℎầ𝑛

          (Eq. 2)  

 

2.3.5.4. Đánh giá khả năng giải phóng dược chất in vitro 

Khả năng giải phóng dược chất của liposome BBR được tiến hành bằng sử dụng 

thiết bị thử độ hòa tan Erweka kiểu cánh khuấy, theo nguyên tắc động học thẩm tích, 

sử dụng túi thẩm tích màng celulose (MW cut-off = 14.000 dalton). Túi đã được ngâm 

12 giờ trong môi trường thử giải phóng để làm ướt và thông các lỗ màng [110]. Môi 

trường thử giải phóng mô phỏng sự thay đổi môi trường pH trong đường tiêu hóa, 

bao gồm dung dịch HCl 0,1N, dung dịch đệm phosphat pH 4,5 và môi trường đệm 

phosphat pH 6,8. Hút 6,0 ml hỗn dịch liposome BBR (tương đương 3,0 mg BBR toàn 

phần) cho vào túi thẩm tích, thêm 4,0 ml môi trường giải phóng, buộc chặt túi. Treo 

túi thẩm tích chứa mẫu vào cánh khuấy của máy thử độ hòa tan Erweka. Song song, 

mẫu đối chiếu là 6,0 ml dung dịch BBR nồng độ 0,5 mg/ml được làm tương tự như 

mẫu thử. Cho vào mỗi cốc của máy thử hòa tan 300 ml môi trường thử giải phóng, 

nhiệt độ 37 oC, tốc độ cánh khuấy 50 vòng/phút. Lấy mẫu (5ml) tại các thời điểm 15 

phút, 30 phút, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 và 24 giờ. Bù thể tích bằng môi trường mới tương 

ứng. Định lượng BBR giải phóng bằng phương pháp quang phổ hấp thụ UV-Vis. Tốc 

độ giải phóng dược chất được tính bằng công thức sau (Eq. 3)  
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𝑅𝑅 (%) =
𝐶𝑛 𝑥 𝑉𝑚 +∑ 𝐶𝑖 𝑥 𝑉 

𝑖=𝑛−1

𝑖=1
 

𝑊𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 
𝑥 100 %          (Eq. 3) 

Trong đó: Vm là thể tích môi trường giải phóng (300 ml), V là thể tích môi 

trường giải phóng được rút ra tại mỗi thời điểm (5ml), n là số mẫu được rút khỏi môi 

trường giải phóng, Ci là nồng độ dược chất trong môi trường giải phóng tại thời điểm 

rút mẫu thứ i, Wtotal là tổng lượng BBR có trong mẫu.  

Kết quả về tốc độ giải phóng dược chất được tính bằng trung bình của 3 lần thử. 

2.3.5.5. Đánh giá trạng thái lý hóa của liposome BBR 

Trạng thái lý hóa của liposome BBR được đánh giá bằng phép đo nhiễu xạ tia 

X và phổ hồng ngoại FITR [16]. Để thực hiện các phép đo này, hỗn dịch liposome 

BBR được chuyển thành dạng bột khô.   

Mẫu hỗn dịch liposome BBR được làm khô bằng cách sấy trong tủ sấy áp suất 

giảm ở nhiệt độ 40 oC trong vòng 48 giờ, áp suất – 0,09 mPa. Liposome BBR dạng 

bột khô được đóng trong lọ thủy tinh đậy nắp kín để thực hiện các phép đo nhiễu xạ 

tia X và FTIR. Quy trình thực hiện như mục 2.3.2.1 b và 2.3.2.1 d.  

2.3.6. Phương pháp đánh giá một số đặc tính của proliposome BBR 

2.3.6.1. Đánh giá hình thái và kích thước của proliposome BBR 

Hình thái và kích thước của proliposome BBR được đánh giá bằng phương pháp 

chụp SEM [68]. Kỹ thuật thực hiện như trình bày ở mục 2.3.2.1 a.  

2.3.6.2. Đánh giá trạng thái lý hóa của proliposome BBR 

Trạng thái lý hóa của proliposome BBR được đánh giá theo phương pháp tương 

tự như đánh giá trạng thái lý hóa của liposome BBR mục 2.3.5.5. Tuy nhiên, 

proliposome BBR ở dạng hạt khô nên không cần thực hiện bước sấy khô giống như 

liposome.   

2.3.6.3. Đánh giá hình thái và kích thước của liposome berberin được tạo thành từ 

proliposome berberin 

a. Hydrat hóa proliposome berberin để tạo liposome bererin 

Để đánh giá hình thái của liposome BBR tạo thành từ proliposome BBR, 

proliposome BBR được hydrat hóa trong nước cất ở 37 ± 1 oC, siêu âm trong thời 

gian 5 phút, tiếp tục ủ hỗn dịch thu được ở nhiệt độ 37 ± 1 oC trong bể giữ nhiệt trong 
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khoảng thời gian từ 5-20 phút (tùy công thức) cho đến khi proliposome BBR được 

hydrat hóa hoàn toàn tạo thành hỗn dịch đục mờ [69].  

b. Đánh giá hình thái, kích thước của liposome berberin tạo thành 

Hỗn dịch liposome BBR thu được đem chụp hình thái và kích thước tiểu phân 

bằng sử dụng kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM). Hỗn dịch được nhỏ lên lưới 300 

ô đã được phủ một lớp carbon mỏng. Sau đó, mẫu được nhuộm bằng dung dịch uranyl 

acetat 1% trong 5 phút. Dùng giấy thấm đặt cạnh mép lưới để thấm chất nhuộm thừa. 

Để mẫu khô tự nhiên ở nhiệt độ phòng rồi đem quan sát hình thái và đo kích thước 

liposome dưới kính hiển vi điện tử truyền qua [122].    

Kích thước và phân bố kích thước của liposome BBR tạo thành từ proliposome 

cũng được đánh giá bằng phương pháp DLS giống như trình bày ở mục 2.3.5.2. 

2.3.6.4. Xác định mất khối lượng do làm khô của proliposome BBR  

Phép thử được thực hiện theo Dược điển Việt Nam V, phụ lục 9.6, “xác định 

mất khối lượng do làm khô” [2], có thay đổi cho phù hợp với thiết bị sử dụng là tủ 

sấy tĩnh. Lượng mẫu proliposome BBR 1,0g, nhiệt độ sấy 80 oC. Sau 30 phút sấy, 

tiến hành lấy mẫu làm nguội đến nhiệt độ phòng trong bình hút ẩm rồi cân ngay. Tiếp 

tục sấy thêm 10 phút hoặc đến khi chênh lệch khối lượng giữa lần cân sau với lần 

trước đó không quá 0,5mg.  

Mất khối lượng do làm khô được tính theo công thức: 

  H (%) = 
𝑎−𝑏

𝑎
 x 100  

 Trong đó:   a là khối lượng mẫu trước khi sấy 

    b là khối lượng mẫu sau khi sấy 

Kết quả được xác định là trung bình của 3 lần đo 

2.3.6.5. Định lượng hàm lượng berberin trong proliposome BBR 

Hàm lượng BBR trong proliposome BBR được định lượng bằng phương pháp 

quang phổ hấp thụ UV-Vis hoặc phương pháp HPLC [24], [69]. 

Phương pháp quang phổ hấp thụ UV-Vis: 

Cân chính xác một lượng proliposome BBR tương ứng với 10,0 mg BBR, cho 

vào bình định mức 10 ml. Cho methanol vào gần đến vạch, siêu âm trong bể siêu âm 
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15 phút, thêm methanol đến vạch. Các thành phần tạo liposome sẽ hòa tan trong 

methanol. Chất mang manitol không tan lắng xuống đáy. Dịch trong được lọc qua 

màng lọc 0,45 μm. Hút chính xác 2 ml dịch lọc, cho vào bình định mức 100 ml, thêm 

ethanol 96%. Các bước tiếp theo tiến hành như mục 2.3.1.1 của dung dịch chuẩn. 

Hàm lượng BBR trong proliposome được tính theo phương trình đường chuẩn. Mỗi 

mẫu thử thực hiện 3 lần và tính kết quả trung bình. 

 Phương pháp HPLC: 

 Chuẩn bị dung môi, mẫu trắng, dãy dung dịch xây dựng đường chuẩn, dung 

dịch thử và tiến hành chạy sắc ký theo mục 2.3.1.2. Hàm lượng BBR trong 

proliposome BBR được tính theo phương trình hồi quy tuyến tính mô tả mối tương 

quan giữa diện tích pic và nồng độ BBR như đã xây dựng ở mục 2.3.1.2. Mẫu thử 

được tiêm 3 lần và lấy kết quả trung bình.   

2.3.6.6. Đánh giá hiệu suất quá trình bào chế 

Hiệu suất quá trình là phần trăm về tỉ lệ giữa khối lượng BBR chứa trong 

proliposome BBR thu được với khối lượng BBR ban đầu. Hiệu suất quá trình được 

tính theo công thức: 

H%  =   
𝑚𝐵𝐵𝑅/𝑠𝑝

𝑚𝐵𝐵𝑅𝑏đ
 × 100% 

  Trong đó: mBBR/sp là khối lượng BBR chứa trong khối lượng sản phẩm 

thu được (g) 

mBBRbđ là khối lượng BBR ban đầu (g) 

2.3.6.7. Đánh giá hiệu suất liposome hóa của liposome BBR tạo thành 

Proliposome BBR được hydrat hóa như ở mục 2.3.6.3a. Hiệu suất liposome 

hóa của liposome BBR tạo thành được đánh giá theo phương pháp ở mục 2.3.5.3.  

2.3.6.8. Xác định khối lượng riêng biểu kiến  

Khối lượng riêng biểu kiến của proliposome BBR được thử theo Dược điển 

Việt Nam V, phụ lục 6.13 “Xác định khối lượng riêng thô và khối lượng riêng gõ của 

bột” [2].  Thiết bị sử dụng máy đo thể tích biểu kiến của hạt/bột Erweka SVM. Thực 

hiện gõ lặp lại cho đến khi sự thay đổi thể tích giữa hai lần đo liên tiếp không quá 2%.  

Tính khối lượng riêng gõ ra g/ml theo công thức d = m/Vf với Vf là thể tích 
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của lần đo cuối cùng (ml), d là khối lượng riêng gõ (biểu kiến), m là khối lượng 

proliposome BBR đem đo (g).  Phép thử thực hiện 3 lần và lấy kết quả trung bình.  

2.3.6.9. Phương pháp đánh giá khả năng hydrat hóa của proliposome BBR 

Phương pháp dựa trên nghiên cứu của Janga 2012 [68], nhưng cải tiến để quan 

sát tốt hơn quá trình hydrat hóa. Chuẩn bị khay có 4 giếng có nắp đậy, cho vào mỗi 

giếng 1ml môi trường thử hydrat hóa gồm dung dịch HCl 0,1N (pH 1,2), dung dịch 

đệm phosphat pH 4,5 và dung dịch đệm phosphat pH 6,8. Cho khay vào đĩa petri đã 

chứa sẵn nước làm ấm lên 40 - 43oC bằng dòng điện với hiệu điện thế 8,6 vôn, cường 

độ dòng điện 2,01 ampe. Dùng thìa inox nhỏ rắc ít hơn 10 tiểu phân proliposome 

BBR vào mỗi giếng và quan sát hình thái proliposome dưới kính hiển vi điện tử quét 

lase.  

2.3.6.10. Phương pháp đánh giá khả năng giải phóng dược chất in vitro 

Cân chính xác một lượng proliposome BBR chứa khoảng 3 mg BBR, cho vào 

lọ thủy tinh 10 ml, thêm 5 ml môi trường giải phóng, lắc nhẹ để proliposome phân 

tán trong môi trường rồi ngay lập tức đổ hỗn dịch vào túi thẩm tích đã ngâm 12 giờ 

trong môi trường giải phóng để làm thông các lỗ lọc. Tráng sạch lọ bằng 5 ml môi 

trường rồi buộc túi thẩm tích vào cánh khuấy của máy thử độ hòa tan. Cho 300 ml 

môi trường hòa tan vào cốc thử tương ứng với môi trường đã cho vào túi thẩm tích 

và thực hiện các bước tiếp theo như phương pháp đã trình bày ở mục 2.3.5.4.    

Phần trăm giải phóng được tính theo công thức 

𝑅𝑅 (%) =
 𝐶𝑛 𝑥 300 +  ∑ 𝐶𝑖

𝑖=𝑛−1
𝑖=1 x 5 

𝑊𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 𝑥 100  

Trong đó Cn và Ci lần lượt là nồng độ của BBR trong môi trường giải phóng ở 

thời điểm lấy mẫu thứ n và thứ i. Wtotal là lượng BBR có trong mẫu proliposome đem 

thử giải phóng. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần và tính kết quả trung bình.  

2.3.6.11. Phương pháp nghiên cứu độ ổn định của proliposome BBR  

Độ ổn định của proliposome BBR được đánh giá dựa theo quy định của ASEAN 

về điều kiện bảo quản chung [20].  

- Đối tượng thử: 03 mẻ proliposome BBR, đóng vào túi nhôm hàn kín. 

- Điều kiện bảo quản và thời điểm kiểm tra: Các mẫu proliposome BBR được 
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theo dõi trong các điều kiện thực (phòng thí nghiệm) và điều kiện lão hóa cấp tốc như 

trình bày ở bảng 2.5. 

Bảng 2.5. Điều kiện bảo quản và thời điểm lấy mẫu trong nghiên cứu theo dõi  

độ ổn định 

Điều kiện bảo quản Nhiệt độ (oC) Độ ẩm tương đối (%) Thời điểm kiểm tra 

Điều kiện thực  25-30 60-90 0, 1, 3, 6 tháng 

Lão hóa cấp tốc 40 ± 2 75 ± 5 0, 1, 3, 6 tháng 

 

Sau khoảng thời gian 0, 1, 3, 6 tháng theo dõi, mẫu proliposome BBR đóng 

trong túi nhôm hàn kín được lấy ra và đánh giá một số chỉ tiêu chính: hình thức cảm 

quan, hình thái tiểu phân, trạng thái lý hóa (Xray, FTIR), độ ẩm, hàm lượng, giải 

phóng dược chất, kích thước và phân bố kích thước tiểu phân của liposome sau hoàn 

nguyên, hiệu suất liposome hóa.    

2.3.7. Đánh giá sinh khả dụng in-vivo của liposome BBR trên chuột cống 

Nghiên cứu được thực hiện dựa trên phương pháp gần đây nhất của Gong 2014 

và Jia 2019 [54], [69], có thay đổi cho phù hợp với thiết kế nghiên cứu. Chuột cống 

giống đực trưởng thành khỏe mạnh, khối lượng từ 170 g - 240 g, được chia ngẫu 

nhiên thành 2 nhóm, mỗi nhóm 7 động vật. Chuột được nhịn ăn qua đêm trước ngày 

nghiên cứu, nhưng được uống nước tự do. Chuột ở nhóm thứ nhất (nhóm chứng) được 

cho uống hỗn dịch BBR pha trong dung dịch NaCMC 0,5% (nồng độ BBR 10 mg/ml) 

với liều BBR 100 mg/kg cân nặng. Chuột ở nhóm thứ 2 được cho uống liposome 

BBR tạo thành từ proliposome (theo phương pháp ở mục 2.3.6.3a để được liposome 

có nồng độ BBR 10 mg/ml) tương đương với liều BBR 100 mg/kg. Sau khi được 

uống mẫu thử, chuột được lấy máu (0,25 ml) từ tĩnh mạch đùi tại các thời điểm 5 

phút, 15 phút, 30 phút, 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12; 24 và 36 giờ. Ngay sau khi lấy 

máu, chuột được tiêm màng bụng nước muối sinh lý với thể tích bằng thể tích máu 

được rút ra để bổ sung thể tích tuần hoàn. Mẫu máu được cho vào ống Eppendorf 2 

ml đã chứa sẵn heparin (20 IU/ống), ly tâm với tốc độ 3500 vòng/phút trong 15 phút. 

Phần dịch nổi (huyết tương) được chuyển sang ống Eppendorf khác và bảo quản huyết 

tương ở tủ âm sâu -35 oC cho đến ngày phân tích. Song song, các mẫu huyết tương 

trắng của lô chuột cống trắng (lô trắng) được thu thập và bảo quản theo quy trình 

tương tự mẫu thử. Nồng độ BBR trong huyết tương được định lượng bằng phương 
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pháp sắc ký lỏng kết hợp khối phổ (LC-MS/MS) đã được thẩm định ở mục 2.3.1.3.  

Các thông số đánh giá bao gồm: Nồng độ đỉnh trong huyết tương (Cmax), thời gian 

đạt nồng độ đỉnh trong huyết tương (Tmax), diện tích dưới đường cong từ thời điểm 0 đến 

thời điểm t (AUC0-t), diện tích dưới đường cong từ thời điểm 0 đến thời điểm vô cùng 

(AUC0-∞), thời gian lưu trú trung bình từ thời điểm 0 đến thời điểm t (MRT0-t), thời gian 

lưu trú trung bình từ thời điểm 0 đến thời điểm vô cùng (MRT0-∞).       

2.3.8. Đánh giá tác dụng hạ lipid máu nội sinh của liposome BBR trên chuột nhắt 

Phương pháp nghiên cứu dựa trên tham khảo các kết quả nghiên cứu trước [5], 

[87], [104]. Chuột nhắt trắng giống đực trưởng thành khỏe mạnh, khối lượng từ 20 - 

28 g được chia ngẫu nhiên thành 6 nhóm, mỗi nhóm từ 8-9 động vật. Trong thời gian 

10 ngày, chuột mỗi ngày được cho uống như sau:  

Nhóm 1 (nhóm chứng sinh lý) và nhóm 2 (nhóm chứng bệnh lý), chuột được 

cho uống nước cất với thể tích bằng thể tích nhóm uống thuốc. Nhóm 3 (nhóm chứng 

dương), chuột được cho uống atorvastatin với liều 20 mg/kg cân nặng (mẫu được 

chuẩn bị như sau: nghiền mịn 1 viên Lipitor 20mg, phân tán bột vào 10 ml dung dịch 

NaCMC 0,5% trong nước. Lắc siêu âm để dược chất phân tán đều, thu được hỗn dịch 

có nồng độ atorvastatin 2 mg/ml). Nhóm 4 (nhóm đối chiếu), chuột được cho uống 

hỗn dịch BBR với liều 100 mg/kg cân nặng. Nhóm 5 (nhóm thử 1), chuột được cho 

uống liposome BBR tạo thành từ proliposome BBR (theo phương pháp ở mục 

2.3.6.3a để được liposome có nồng độ BBR 10 mg/ml) với liều BBR 50 mg/kg cân 

nặng. Nhóm 6 (nhóm thử 2), chuột được cho uống liposome BBR với liều BBR 100 

mg/kg cân nặng. Vào ngày thứ 10, chuột ở nhóm 1 được tiêm phúc mạc bằng nước 

muối sinh lý, chuột ở 5 nhóm còn lại được tiêm bằng dung dịch poloxamer 407 2% 

trong nước muối sinh lý với liều 200 mg/kg cân nặng để làm tăng lipid máu nội sinh. 

Chuột sau khi tiêm được nhịn đói trong vòng 24 giờ rồi được lấy máu tĩnh mạch 

xoang mắt (0,25 ml) cho vào ống Eppendorf 2ml. Máu được để lắng 30 phút rồi đem 

ly tâm ở 3500 vòng/phút trong 15 phút ở 4 oC, lấy huyết thanh chuyển sang ống 

Eppendorf khác và bảo quản ở 2 – 8 oC trong quá trình phân tích các thông số lipid 

máu. 
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Nồng độ cholesterol toàn phần (TC), cholesterol tỉ trọng thấp (LDL-C), 

cholesterol tỉ trọng cao (HDL-C) và triglycerid (TG) được định lượng bằng sử dụng bộ 

kít enzym (ERBA Diagnostics Inc., Miami, Florida, USA) trên thiết bị phân tích hóa sinh 

bán tự động TC-3300 Plus. 

2.3.9. Phương pháp xử lý số liệu 

Các số liệu dược động học được phân tích bằng phần mềm Phoenix WinNolin 

(Version 8.3, Cerata® Inc., Clayton, Missouri, USA), sử dụng mô hình không ngăn 

để tính toán các thông số dược động học như Cmax, Tmax, AUC0-t, AUC0-∞, MRT0-t, 

MRT0-∞. Các giá trị Cmax, Tmax, AUC, MRT được so sánh bằng sử dụng 2 phép thống 

kê t-test một phía với khoảng tin cậy 90%. Các giá trị Tmax giữa 2 nhóm được so sánh 

bằng sử dụng phép kiểm tra tổng xếp hạng phi tham số Wilcoxon rank sum test. 

Số liệu nồng độ TC, LDL-C, HDL-C và TG trong huyết thanh được phân tích 

bằng phần mềm Microsoft excel, SPSS 20.0. So sánh sự khác biệt giữa các lô thử so 

với lô chứng bằng kiểm định student t-test. Các giá trị p < 0,05 được coi là khác nhau 

có ý nghĩa thống kê.  
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Chương 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

 

3.1. KẾT QUẢ THẨM ĐỊNH PHƯƠNG PHÁP ĐỊNH LƯỢNG 

Để có cơ sở cho việc đánh giá các nồng độ/hàm lượng berberin trong từng giai 

đoạn của quá trình nghiên cứu bào chế, đề tài tiến hành khảo sát và thẩm định khoảng 

nồng độ tuyến tính của phương pháp định lượng berberin bằng UV-Vis, thẩm định 

phương pháp HPLC và thẩm định phương pháp định lượng berberin trong huyết 

tương chuột bằng phương pháp LC-MS/MS. 

3.1.1. Thẩm định khoảng nồng độ tuyến tính của phương pháp định lượng 

berberin bằng quang phổ hấp thụ UV-Vis 

3.1.1.1. Phổ hấp thụ UV-Vis của berberin  

Quét phổ dung dịch BBR chuẩn có nồng độ 5 μg/ml trong ethanol 96 % từ 

bước sóng 200 đến 400 nm cho 2 đỉnh hấp thụ cực đại chính tại bước sóng 266 nm 

và 350 nm (phụ lục 1.1a). Vì vậy, bước sóng 350 nm được chọn để xác định hàm 

lượng BBR trong các mẫu nghiên cứu khi sử dụng dung môi ethanol 96 % bằng 

phương pháp quang phổ hấp thụ UV-Vis. Tuy nhiên, đỉnh hấp thụ cực đại này bị dịch 

chuyển sang 343 nm khi sử dụng dung môi nước cất để pha mẫu (phụ lục 1.1a). Do 

đó, khi xác định hàm lượng BBR trong dung môi pha loãng là nước cất, độ hấp thụ 

cực đại sẽ được xác định tại bước sóng 343 nm.    

3.1.1.2. Tính tuyến tính 

Chuẩn bị dãy dung dịch BBR chuẩn theo phương pháp trình bày ở mục 2.3.1.1. 

Đo độ hấp thụ của các dung dịch trên tại bước sóng 350 nm trong dung môi ethanol 

96 % và 343nm trong dung môi nước. Kết quả được trình bày ở phụ lục 1.1b (dung 

môi ethanol 96 %), phụ lục 1.1c (dung môi nước). Kết quả này cho thấy có sự phụ 

thuộc tuyến tính giữa độ hấp thụ và nồng độ BBR trong khoảng nồng độ đã khảo sát 

với hệ số tương quan r = 0,995 (>0,99) trong cả hai môi trường ethanol 96 % và môi 

trường nước. Như vậy, có thể sử dụng phương pháp quang phổ UV-Vis để định lượng 

BBR trong nghiên cứu bào chế.  
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3.1.2. Thẩm định phương pháp định lượng berberin bằng HPLC 

3.1.2.1. Tính thích hợp của hệ thống 

Chuẩn bị dung dịch chuẩn có nồng độ 5 g/ml, tiêm lặp lại 6 lần như mô tả ở 

mục 2.3.1.2. Kết quả xác định thời gian lưu, diện tích pic và số đĩa lý thuyết được 

trình bày ở phụ lục 1.2a. 

Kết quả ở phụ lục 1.2a cho thấy phần trăm độ lệch chuẩn tương đối (RSD) của 

các giá trị thời gian lưu nhỏ hơn 1% và diện tích pic nhỏ hơn 2%. Số đĩa lý thuyết 

trung bình 13727 > 1000. Như vậy, chương trình sắc ký đã chọn phù hợp để định 

lượng BBR trong các mẫu bào chế.  

3.1.2.2. Tính chọn lọc-độ đặc hiệu 

Chuẩn bị mẫu chuẩn (5 g/ml), mẫu thử, mẫu trắng như mục 2.3.1.2. Tiến hành 

tiêm mẫu vào hệ thống sắc ký theo điều kiện sắc ký đã chọn. Kết quả sắc ký đồ (phụ 

lục 1.2) cho thấy trên sắc ký đồ của mẫu chuẩn và mẫu thử đều có 1 pic có thời gian 

lưu ở thời điểm 3,6 phút. Trên sắc ký đồ của mẫu trắng không xuất hiện pic tại thời 

điểm trùng với thời gian lưu của BBR. Điều đó chứng tỏ pic trên sắc ký đồ là của 

BBR, phương pháp định lượng có độ đặc hiệu cao.  

3.1.2.3. Khoảng tuyến tính 

Xác định mối tương quan giữa diện tích pic và nồng độ BBR trong mẫu chuẩn, 

kết quả được trình bày ở phụ lục 1.2c và phụ lục 1.2d.      

Kết quả ở cho thấy có sự phụ thuộc tuyến tính giữa diện tích pic và nồng độ 

BBR trong dung dịch chuẩn trong khoảng nồng độ đã khảo sát với hệ số tương quan 

r = 0,9994 

3.2.1.4. Độ chính xác 

Chuẩn bị các dung dịch chuẩn chứa BBR như ở mục 2.3.1.2. Kết quả đánh giá 

độ chính xác của phương pháp HPLC được trình bày phụ lục 1.2e. 

Kết quả cho thấy các mẫu đều có phần trăm tìm lại trong khoảng từ 99,47% đến 

101,41%, chứng tỏ phương pháp có độ chính xác cao, có thể sử dụng để xác định hàm 

lượng BBR trong chế phẩm. 

3.1.2.5. Độ chụm 

Pha 6 mẫu dung dịch thử chứa proliposome BBR với nồng độ BBR 5 µg/ml và 
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chạy sắc ký theo phương pháp trình bày ở mục 2.3.1.2. Kết quả đánh giá độ chụm 

trình bày ở phụ lục 1.2f cho thấy mẫu thử có hàm lượng BBR trung bình là 14,87%, 

độ lệch chuẩn tương đối RSD < 2%. Phương pháp có độ chụm đạt yêu cầu. 

Như vậy, phương pháp HPLC đạt yêu cầu về thẩm định và có thể sử dụng để 

định lượng BBR trong mẫu nghiên cứu, xây dựng tiêu chuẩn và đánh giá độ ổn định.  

3.1.3. Thẩm định phương pháp định lượng berberin trong huyết tương chuột 

bằng sắc ký lỏng kết hợp khối phổ (LC-MS/MS) 

3.1.3.1. Tính thích hợp của hệ thống  

Tiến hành chạy sắc ký lặp lại 6 lần mẫu huyết tương chứa BBR có nồng độ 15 

ng/ml sau khi xử lý theo quy trình ở mục 2.3.1.3. Kết quả đánh giá sự phù hợp của 

hệ thống trình bày ở phụ lục 1.3a và phụ lục 1.3b cho thấy thời gian lưu (tR) của các 

pic BBR và giá trị tỉ lệ diện tích giữa các pic BBR với các pic của chuẩn nội (IS) đều 

có độ lặp lại tốt (RSD < 5%), chứng tỏ hệ thống LC-MS/MS ổn định và phù hợp để 

định lượng BBR trong huyết tương chuột theo hướng dẫn của EMA và FDA.  

3.1.3.2. Tính chọn lọc - độ đặc hiệu 

Chuẩn bị 6 mẫu huyết tương trắng chuột từ 6 nguồn và 6 mẫu chuẩn có chứa IS 

và BBR ở nồng độ 0,2 ng/ml (LLOQ) trong từng nguồn mẫu huyết tương trắng trên. 

Tiến hành xử lý mẫu theo quy trình như ở mục 2.3.1.3, phân tích mẫu bằng phương 

pháp LC-MS/MS. Kết quả được trình bày ở phụ lục 1.4a-c. 

Số liệu ở phụ lục 1.4a cho thấy tại thời điểm trùng với thời gian lưu của BBR, 

đáp ứng pic của từng mẫu trắng không quá 20% đáp ứng pic của mẫu LLOQ tương 

ứng. Tại thời điểm trùng với thời gian lưu của IS, đáp ứng pic của từng mẫu trắng 

không quá 5% so với đáp ứng pic trung bình IS của mẫu đường chuẩn và QC. Kết 

quả phân tích phù hợp với yêu cầu của tính đặc hiệu, chọn lọc của phương pháp về 

đáp ứng pic. Ngoài ra, phổ ion chọn lọc tạo thành của BBR (m/z 336,1    320,1) và 

phổ ion chọn lọc tạo thành của IS (m/z 494,2    369,1) được thể hiện ở phụ lục 1.4b. 

Phụ lục 1.4c cho thấy, trên sắc ký đồ của mẫu trắng không xuất hiện pic chất lạ một 

cách có ý nghĩa tại thời gian lưu của ion chọn lọc BBR (0,79 phút) và tại thời gian 

lưu của ion chọn lọc IS (1,67 phút). Như vậy, phương pháp định lượng có tính đặc 
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hiệu, chọn lọc đối với BBR.       

3.1.3.3. Đường chuẩn và khoảng tuyến tính 

Tiến hành xây dựng đường chuẩn biểu thị mối quan hệ giữa giá trị tỉ lệ diện tích 

pic BBR/IS (y) với nồng độ lý thuyết của BBR (x) trong huyết tương chuột bằng 

phương trình hồi quy truyến tính, sử dụng hệ số trọng số 1/x2 (x là nồng độ chuẩn lý 

thuyết). Kết quả được trình bày ở phụ lục 1.5 cho thấy rằng trong khoảng nồng độ từ 

0,2 ng/ml đến 25 ng/ml có sự tương quan tuyến tính chặt giữa tỉ lệ diện tích pic 

BBR/IS với nồng độ BBR với r > 0,998. Đồng thời, kết quả cũng đáp ứng được yêu 

cầu của đường chuẩn trong phương pháp phân tích nồng độ thuốc trong dịch sinh học 

theo hướng dẫn của EMA và FDA với lớn hơn 75% điểm của đường chuẩn có độ 

đúng nằm trong khoảng từ 85% - 115% và độ đúng của nồng độ LLOQ nằm trong 

khoảng 80%-120%. 

3.1.3.4. Giới hạn định lượng dưới 

Tiến hành phân tích sắc ký 6 mẫu huyết tương trắng có pha chuẩn BBR có nồng 

độ 0,2 ng/ml (LLOQ) và IS theo phương pháp LC-MS/MS, lặp lại 3 ngày liên tiếp. 

Xác định nồng độ của BBR trong các mẫu bằng cách sử dụng phương trình đường 

chuẩn chạy sắc ký trong cùng điều kiện. Kết quả được trình bày ở phụ lục 1.6. Kết 

quả đánh giá giới hạn định lượng dưới cho thấy giá trị S/N của BBR trong mẫu có 

nồng độ BBR 0,2 ng/ml đều lớn hơn 5. Độ chính xác của các mẫu ở nồng độ BBR 

0,2 ng/ml từng ngày và của 3 ngày đều nằm trong khoảng 80%-120%. Độ lặp lại từng 

ngày và của 3 ngày (CV%) đều ≤ 20%. Theo hướng dẫn của EMA và US-FDA, nồng 

độ BBR 0,2 ng/ml đáp ứng yêu cầu của giới hạn định lượng dưới trong phương pháp 

phân tích nồng độ thuốc trong dịch sinh học. 

3.1.3.5. Độ chính xác, độ lặp lại trong ngày và khác ngày 

Xác định độ chính xác, độ lặp lại trong ngày và khác ngày theo phương pháp 

như trình bày ở mục 2.3.1.3. Xác định hàm lượng BBR trong mẫu dựa vào đường 

chuẩn phân tích trong cùng điều kiện. Độ chính xác được xác định bằng tính phần 

trăm biến thiên về nồng độ giữa nồng độ tính được với nồng độ thực và được biểu thị 

bằng sai số tương đối (relative error-RE, %). Độ lặp lại được xác định bằng cách tính 

phần trăm hệ số biến thiên (CV%) giữa các giá trị nồng độ tính được ở mỗi mức nồng 
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độ. Kết quả được trình bày ở bảng 3.1 và phụ lục 1.7. 

Bảng 3.1. Độ chính xác và độ lặp lại của phương pháp LC-MS/MS trong phân tích 

nồng độ BBR trong huyết tương chuột. Số liệu được phân tích 3 ngày liên tiếp (n= 6) 

Nồng độ (ng/ml) Độ chính xác  

(RE, %) 

Độ lặp lại (CV, %) 

Thực Trung bình tính  Trong ngày Khác ngày 

0,2 (LLOQ) 0,1963 -1,9 10,3 14,2 

0,6 (LQC) 0,620 3,3 5,2 12,6 

10,0 (MQC) 10,216 2,2 6,7 8,3 

18,0 (HQC) 17,561 -2,4 1,9 4,2 

Kết quả cho thấy, độ chính xác của phương pháp nằm trong khoảng từ -2,4% đến 

3,3% thuộc giới hạn ± 15%, độ lặp lại trong ngày và khác ngày đều nhỏ hơn 15%, kể cả 

nồng độ LLOQ. Như vậy, phương pháp đã xây dựng đạt tiêu chí về về độ chính xác, độ 

lặp lại trong ngày và khác ngày theo hướng dẫn của EMA và FDA.  

3.1.3.6. Độ chụm khi pha loãng 

Pha loãng 6 mẫu huyết tương chứa BBR ở nồng độ 90 ng/ml (gấp 5 lần nồng 

độ HQC) theo phương pháp ở mục 2.3.1.3. Song song chuẩn bị 01 đường chuẩn và 

phân tích trong cùng điều kiện. Kết quả độ chụm khi pha loãng trình bày ở phụ lục 

1.8 cho thấy độ chính xác trung bình của các mẫu là 101,1% (RE=1,1%), nằm trong 

khoảng 85%-115% (RE trong khoảng 15%) so với nồng độ thực đã pha. Độ chụm 

CV=3,6% (nhỏ hơn 15%). Như vậy, phép pha loãng mẫu 5 lần trong huyết tương đạt 

yêu cầu về tiêu chí pha loãng theo hướng dẫn của EMA và FDA.    

3.1.3.7. Tỷ lệ thu hồi 

Kết quả về tỉ lệ thu hồi BBR và chuẩn nội glibenclamid trình bày ở phụ lục 

1.9 cho thấy tỉ lệ thu hồi BBR và IS giữa các nồng độ rất cao và không quá ±15%, 

giá trị CV giữa các đáp ứng pic của BBR và IS trong các mẫu trong nền mẫu (không 

qua chiết tách) từ 1,6 - 7,6% (nhỏ hơn 10%), trong các mẫu trong huyết tương (có 

qua chiết tách) từ 3,2 – 9,9% (nhỏ hơn 15%). Như vậy, quy trình chiết đạt độ lặp lại 

cao và ổn định, đáp ứng được yêu cầu của phép phân tích thuốc trong dịch sinh học.  
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3.1.3.8. Ảnh hưởng của nền mẫu 

Phân tích các mẫu chuẩn có chứa IS và BBR ở 2 nồng độ LQC và HQC trong 

06 nền mẫu huyết tương chuột và 06 mẫu chuẩn trong pha động theo phương pháp 

ghi ở mục 2.3.1.3 để đánh giá ảnh hưởng của nền mẫu lên chất phân tích. Xác định 

các giá trị MFBBR, MFIS, tỉ số MFBBR/ MFIS ở 2 mức nồng độ LQC và HQC.  Kết quả 

được trình bày ở bảng 3.2.  

Bảng 3.2. Ảnh hưởng của nền mẫu trên BBR và IS ở nồng độ LQC và HQC trên 6 

lô huyết tương chuột 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Lô huyết 

tương chuột 

Ảnh hưởng nền 

mẫu (%) 
Ảnh hưởng nền mẫu chuẩn 

hóa (MFBBR/MFIS) 
BBR IS 

0,6 (LQC) 

No. 1 56,7 78,1 0,725 

No. 2 67,2 81,1 0,829 

No. 3 73,9 95,2 0,776 

No. 4 68,0 99,0 0,687 

No. 5 64,5 93,9 0,687 

No. 6 59,4 83,6 0,711 

Trung bình 65,0 88,5 0,736 

CV (%) 9,6 9,7 7,7 

18,0 (HQC) 

No. 1 69,2 83,2 0,831 

No. 2 67,8 83,2 0,815 

No. 3 66,8 89,4 0,747 

No. 4 66,8 88,1 0,759 

No. 5 64,1 81,8 0,784 

No. 6 66,6 86,2 0,772 

Trung bình 66,9 85,3 0,785 

CV (%) 2,5 3,6 4,2 

Kết quả cho thấy ảnh hưởng nền mẫu đã chuẩn hóa ở nồng độ 0,6 ng/ml có 

CV = 7,7% và ở nồng độ 18 ng/ml có CV = 4,2% (đều nhỏ hơn 15%), chứng tỏ nền 

mẫu không làm giảm hiệu quả của phương pháp phân tích và đáp ứng được tiêu chuẩn 

của phương pháp phân tích thuốc trong dịch sinh học. 

3.1.3.9. Độ ổn định 

Độ ổn định của BBR trong huyết tương chuột trong quá trình phân tích và bảo 
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quản được nghiên cứu theo phương pháp như mô tả ở mục 2.3.1.3.  

Độ ổn định của dung dịch chuẩn gốc: 

Độ ổn định của dung dịch chuẩn gốc BBR có nồng độ khoảng 500 μg/ml trong 

thời gian dài (27 ngày), dung dịch glibenclamid gốc (chuẩn nội) có nồng độ khoảng 

250 μg/ml trong thời gian dài (13 ngày) ở điều kiện 2 - 8 oC, dung dịch chuẩn gốc IS 

trong thời gian ngắn (3,5 giờ) ở điều kiện phòng thí nghiệm được trình bày ở phụ lục 1.10.  

Kết quả độ ổn định cho thấy, dung dịch gốc BBR và IS có độ ổn định nằm 

trong khoảng 85% - 115% và CV giữa các mẫu nhỏ hơn 15%. Như vậy, dung dịch 

gốc BBR và dung dịch gốc IS đạt độ ổn định trong điều kiện bảo quản trên. 

Độ ổn định trong thời gian ngắn của dung dịch chuẩn nội làm việc: 

Dung dịch chuẩn nội làm việc được theo dõi độ ổn định trong 48 giờ ở nhiệt độ phòng. 

Kết quả trình bày ở phụ lục 1.11 cho thấy, dung dịch chuẩn nội làm việc có phần trăm 

độ ổn định nằm trong khoảng 85-115% và CV < 15%. Như vậy, mẫu dung dịch chuẩn 

nội làm việc ổn định trong điều kiện nhiệt độ phòng trong thời gian bảo quản đến 48 giờ. 

Độ ổn định của mẫu BBR trong huyết tương: 

Tiến hành phân tích mẫu BBR trong huyết tương ở 2 nồng độ LQC và HQC 

được bảo quản ở các điều kiện khác nhau theo quy trình phân tích. Kết quả được trình 

bày ở phụ lục 1.12. Kết quả ở phụ lục 1.12 cho thấy, nồng độ mẫu sau khi bảo quản 

trong tất cả các điều kiện khác nhau và trong quá trình phân tích mẫu có phần trăm 

độ ổn định (độ lệch so với nồng độ ban đầu) không quá 15% và giá trị CV% không 

quá 15%. Như vậy, mẫu BBR trong huyết tương ổn định trong thời gian đến 6 giờ 

bảo quản ở điều kiện nhiệt độ phòng (25 oC), trong thời gian đến 52 ngày bảo quản ở 

điều kiện nhiệt độ -35oC, đến 12 giờ sau 05 chu kỳ rã đông ở nhiệt độ phòng và 25 

giờ sau khi xử lý mẫu để tiêm sắc ký ở nhiệt độ phòng (buồng auto-sampler 25 oC).    

Các kết quả thẩm định về độ thích hợp của hệ thống, tính chọn lọc - độ đặc 

hiệu, khoảng tuyến tính, giới hạn định lượng dưới, độ đúng, độ lặp lại, tỉ lệ thu hồi, 

ảnh hưởng của nền mẫu, tính toàn vẹn khi pha loãng và độ ổn định trong các điều 

kiện khác nhau cho thấy: phương pháp đã xây dựng đạt được các tiêu chí quy định 

trong hướng dẫn phân tích thuốc trong dịch sinh học của EMA và FDA. Vì vậy, có 

thể sử dụng phương pháp này để định lượng BBR trong huyết tương chuột.  
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3.2. NGHIÊN CỨU TIỀN CÔNG THỨC 

Các đặc tính chất vật lý, hóa học của dược chất và tá dược sẽ ảnh hưởng đến 

quá trình bào chế và độ ổn định của sản phẩm. Vì vậy, việc đánh giá các đặc tính lý 

hóa của dược chất cũng như nghiên cứu tương tác giữa dược chất và tá dược là một 

hoạt động thiết yếu ban đầu nhằm làm cơ sở để xây dựng công thức, lựa chọn phương 

pháp bào chế và phương pháp đánh giá sản phẩm.     

3.2.1. Kết quả đánh giá một số đặc tính của dược chất 

3.2.1.1. Hình thái và kích thước của berberin 

Tiến hành quan sát hình thái của BBR dưới kính hiển vi điện tử quét (SEM) 

theo phương pháp đã trình bày ở mục 2.3.2.1. Hình thái và kích thước tiểu phân BBR 

trình bày ở hình 3.1 cho thấy, BBR là những tiểu phân kết tinh hình gậy, có kích 

thước khá đều đặn, chiều dài trung bình khoảng 10 μm, tiết diện khoảng 0,2 μm.    

 

Hình 3.1. Hình thái và kích thước của tiểu phân bột nguyên liệu BBR: 

A. Độ phóng đại 3.000 lần; B. Độ phóng đại 5.000 lần; C. Độ phóng đại 20.000 

lần, tiết diện ngang; D. Độ phóng đại 30.000 lần. 

3.2.1.2. Phổ nhiễu xạ tia X 

Phổ nhiễu xạ tia X của BBR được trình bày ở phụ lục 2.1 và ở các hình 3.12, 

hình 3.20. Phổ đồ nhiễu xạ tia X của BBR cho thấy có nhiều đỉnh nhiễu xạ đặc trưng 

với các vạch nhiễu xạ sắc nhọn, cường độ từ trung bình đến rất mạnh ở các vị trí 9,1o; 

9,7o; 13,4o, 16,7o; 25,8o 2θ. Như vậy, BBR tồn tại ở dạng tinh thể, có cấu trúc ô mạng 
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gây ra các nhiễu xạ đặc trưng như trên.     

3.2.1.3. Phổ hồng ngoại FTIR  

Phổ hồng ngoại của BBR trình bày ở phụ lục 2.2 và hình 3.21 cho thấy, BBR 

thể hiện các dao động đặc trưng của nhóm chức oxyd thơm (ArC-O-CH3) tạo nên 4 

tín hiệu, trong đó có 2 tín hiệu bất đối xứng với cường độ mạnh ở số sóng 1271 cm-1 

và 1232 cm-1 và 2 tín hiệu đối xứng với cường độ trung bình ở số sóng 1065 và 1034 

cm-1. Khung dị vòng ni-tơ 6 cạnh tạo ra các tín hiệu mạnh, sắc nhọn ở số sóng 1598, 

1505, 1388, và 1363 cm-1. Nhóm chức cyclic ether tạo ra 2 tín hiệu ở 975 và 897 cm-

1. Như vậy, phổ hồng ngoại của BBR thể hiện các dao động đặc trưng chủ yếu của 3 

nhóm chức oxyd thơm, vòng ni-tơ 6 cạnh và ether oxyd.  

3.2.1.4. Phổ huỳnh quang 

Phổ huỳnh quang của BBR trình bày ở hình 3.2 cho thấy, dung dịch BBR ở 

nồng độ 0,2 mg/ml trong môi trường nước cho cường độ phát quang yếu hơn trong 

môi trường ethanol. Trong cả hai môi trường, BBR phát quang ở khoảng bước sóng 

từ 470-670 nm. 

 

Hình 3.2. Phổ huỳnh quang của dung dịch BBR 0,2 mg/ml trong môi trường nước 

và ethanol  

 

3.2.1.5. Hình ảnh phát huỳnh quang 

Hình ảnh phát huỳnh quang của bột nguyên liệu BBR được chụp lại bằng kính 
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hiển vi điện tử quét lase ở kênh sóng xanh 488 nm (green chanel) và ở trường sáng 

(transmission field) được biểu thị ở hình 3.3. 

 

Hình 3.3. Hình ảnh bột nguyên liệu BBR quan sát dưới kính hiển vi điện tử quét: A. 

Hình ảnh phát huỳnh quang ở bước sóng 488nm. B. Hình ảnh bột BBR dưới ánh 

sáng truyền qua.    

Hình ảnh trên cho thấy BBR phát huỳnh quang màu xanh khi quan sát BBR 

dưới bước sóng 488 nm. Dưới ánh sáng truyền qua, BBR là khối bột màu đen. 

3.2.2. Kết quả nghiên cứu tương tác giữa dược chất với tá dược 

BBR được phối hợp với các tá dược khác theo tỉ lệ của các công thức được thiết 

kế theo phương pháp ở mục 2.3.2.2. Kết quả đánh giá sự thay đổi về hình thức và 

hàm lượng BBR sau 1 tháng bảo quản được trình bày ở bảng 3.3. Hàm lượng dược 

chất được tính theo kết quả trung bình của 3 lần định lượng. 

Kết quả ở bảng 3.3 cho thấy, sau 1 tháng bảo quản ở điều kiện lão hóa cấp tốc, 

hỗn hợp bột không thay đổi về màu sắc và thể chất. Hàm lượng có dao động nhưng 

sự thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Có thể kết luận rằng, không có 

tương kỵ nào giữa dược chất với tá dược ảnh hưởng đến độ ổn định của dược chất 

được quan sát. Vì vậy, những tá dược trên có thể được sử dụng để bào chế liposome 

BBR và proliposome BBR.   
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Bảng 3.3. Kết quả đánh giá tương tác dược chất với tá dược sau 1 tháng bảo quản 

ở điều kiện lão hóa cấp tốc 

Tỉ lệ 

dược chất-tá dược 

Hình thức 
Hàm lượng so với lý 

thuyết (%) 
Thay 

đổi 

(%) Ban đầu Sau 1 tháng Ban đầu 
Sau 1 

tháng 

BBR : Lipid* : 

NaDC : -TP 

(9:9:2:0) 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

98,3 ± 2,2 97,6 ± 1,3 -0,7 

BBR : Lipid* : 

NaDC : -TP 

(9:9:0:3) 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

97,5 ± 2,5 98,6 ± 1,1 1,1 

BBR : Lipid* : 

NaDC : -TP 

(8:9:2:2) 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

100,6 ± 

1,7 

100,4 ± 

2,1 
-0,2 

BBR : Lipid* : 

NaDC : -TP 

(6:9:2:0) 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

96,4 ± 0,8 97,8 ± 3,1 1,4 

Tỉ lệ khối 

(BBR : Lipid* : 

NaDC : -

TP):manitol (1:1) 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 
97,0 ± 1,7 96,5 ± 1,3 -0,5 

Tỉ lệ khối 

(BBR : Lipid* : 

NaDC : -

TP):manitol (2:1) 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

Bột khô, 

màu vàng 

tươi đều 

102,3 ± 

2,6 

100,5 ± 

1,2 
-1,8 

 Ghi chú: ( *): Tỉ lệ mol Lipid HSPC:DSPG = 1:1 

3.3. NGHIÊN CỨU BÀO CHẾ LIPOSOME BERBERIN  

3.3.1. Thiết kế công thức 

Công thức bào chế liposome được thiết kế bằng cách phối hợp dược chất BBR 

với các tá dược theo các tỉ lệ mol khác nhau, được thể hiện ở bảng 3.4 và phụ lục 3.2. 
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Bảng 3.4. Thành phần liposome berberin 

STT Ký hiệu công thức 

Tỉ lệ mol 

(BBR : lipid : NaDC : -

tocopherol )  

Tỉ lệ thành phần lipid 

 (HSPC : DSPG) 

1 F04 9 : 9 : 2 : 0 7 : 3 

2 F21 9 : 9 : 0 : 3 7 : 3 

3 F17 8 : 9 : 2 : 2 7 : 3 

4 F13 8 : 9 : 2 : 2 6 : 4 

5 F12 8 : 9 : 2 : 0 7 : 3 

6 F14 6 : 9 : 2 : 0 6 : 4 

7 F16 6 : 9 : 2 : 0 4 : 6 

8 F18 6 : 9 : 2 : 0 7 : 3 

9 F19 8 : 9 : 2 : 2 4 : 6 

10 F20 9 : 9 : 0 : 3 6 : 4 

11 F22 9 : 9 : 0 : 3 4 : 6 

 

3.3.2. Bào chế liposome berberin bằng phương pháp tiêm ethanol  

Tiến hành bào chế liposome BBR bằng phương pháp tiêm ethanol theo phương 

pháp trình bày ở mục 2.3.3.1. Trên cơ sở nghiên cứu tiền công thức và thông tin tổng 

quan tài liệu, công thức bào chế liposome BBR với các thành phần chính gồm BBR, 

HSPC, DSPG, α-tocopherol và NaDC như thiết kế ở bảng 3.4 và phụ lục 3.2. Một số 

thông số của quy trình bào chế được chủ động lựa chọn cho nghiên cứu dựa trên kết 

quả của nghiên cứu trước, có thay đổi cho phù hợp với mục đích của nghiên cứu hiện 

tại. Các thông số chủ động lựa chọn bao gồm: Tỉ lệ pha ethanol: nước = 1:3, tốc độ 

khuấy từ 500 vòng/phút, tốc độ tiêm 1ml/phút với kim tiêm 27G x 0,5”. Thời gian 

sau khi phối hợp hai pha 30 phút. 

3.3.2.1. Khảo sát ảnh hưởng của các yếu tố thuộc về quy trình bào chế 

Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ phối hợp hai pha đến đặc tính của liposome BBR: 

Tiến hành khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ phối hợp 2 pha đến đặc tính của 

liposome BBR bằng cách cố định các điều kiện trong quá trình bào chế như đã chủ 

động lựa chọn như trên. Các mức nhiệt độ phối hợp 2 pha được khảo sát gồm 45oC, 

55oC và 65oC. Kết quả khảo sát được trình bày ở bảng 3.5. 
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Bảng 3.5. Đặc tính của liposome BBR theo nhiệt độ phối hợp hai pha 

Mẫu 
Nhiệt độ phối 

hợp 2 pha (oC) 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

Hiệu suất 

liposome hóa (%) 

FJ21-45 45  141,8 ± 30,1 0,489 ± 0,03 49,7 ± 2,5 

FJ21-55 55 126,8 ± 50,5 0,349 ± 0,02 56,5 ± 1,4 

FJ21-65 65 117,3 ± 1,3 0,186 ±0,004 57,8 ± 2,1 

 Số liệu biểu diễn dưới dạng trung bình ± SD (n=5) 

 

Kết quả ở bảng 3.5 cho thấy có sự khác nhau giữa các mẫu liposome BBR khi 

tăng nhiệt độ phối hợp 2 pha từ 45oC đến 65oC. Ở mức nhiệt độ 45oC, liposome tạo 

ra có phân bố KTTP lớn (PDI > 0,4). Ở cả hai mức nhiệt độ 55 và 65oC, đều xuất 

hiện một quần thể liposome với KTTP trung bình xấp xỉ nhau khoảng 120 nm. Tuy 

nhiên, ở mức nhiệt độ 55oC, phân bố kích thước tiểu phân rộng hơn, thể hiện ở chỉ số 

PDI lớn hơn, và có sự dao động về kích thước giữa các mẻ bào chế lớn hơn so với 

mức nhiệt độ 65oC. Về hiệu suất nạp dược chất, mức nhiệt 45 oC thấp nhất, hai mức 

nhiệt còn lại có hiệu suất nạp không khác nhau có ý nghĩa thống kê. Về hình thức, cả 

3 mức nhiệt độ đều tạo ra hỗn dịch liposome BBR hơi mờ đục, màu tươi, không lắng 

cặn, không tủa BBR tự do, không có các tiểu phân quan sát được bằng mắt thường. 

Tuy nhiên, ở mức nhiệt 65oC cho kích thước tiểu phân nhỏ và đồng đều nhất, hiệu 

suất nạp dược chất không kém hơn mức nhiệt khác. Vì vậy, mức nhiệt độ 65oC 

được lựa chọn để phối hợp hai pha trong nghiên cứu. 

Khảo sát ảnh hưởng của áp suất và nhiệt độ trong quá trình loại dung môi:  

Lựa chọn được thông số tối ưu trong loại bỏ dung môi nhằm xây dựng quy trình 

bào chế tạo ra được sự đồng nhất cho từng lô mẻ và tiết kiệm thời gian bào chế. Tiến 

hành khảo sát điều kiện cất quay để loại dung môi ethanol đồng thời cô đặc hỗn dịch 

liposome tạo thành bằng cách pha chế mẫu FJ21 theo thông số quy trình đã chọn gồm 

tỉ lệ pha ethanol: nước = 1 : 3, tốc độ tiêm 1 ml/phút, tốc độ khuấy từ 500 vòng/phút, 

nhiệt độ phối hợp 2 pha 65oC. Sau khi phối hợp 2 pha, tiếp tục duy trì nhiệt độ 65oC 

để ổn định hỗn dịch trong thời gian 30 phút rồi đem cất quay theo các điều kiện khác 

nhau. Kết quả được trình bày ở bảng 3.6 và phụ lục 3.1.  



69 

 

Bảng 3.6. Đặc tính của liposome BBR theo nhiệt độ và áp suất cất quay  

Mẫu 

Nhiệt độ 

cất quay 

(oC) 

Áp suất 

(mbar) 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

Đặc điểm 

liposome 

FJ21-60/200 60 200 112,8 ± 2,7 0,220 ± 0,04 Đa phân tán 

FJ21-65/200 65 200 120,3 ± 13,5 0,125 ± 0,007 Đơn phân tán 

FJ21-60/180 60 180 117,3 ± 1,3 0,186 ± 0,004 Đơn phân tán 

FJ21-65/180 65 180 125,6 ± 1,7 0,144 ± 0,020 Đơn phân tán 

FJ21-60/130 60 130  110,7 ± 86,1 0,326 ± 0,013 Đa phân tán 

FJ21-65/130 65 130 - - - 

Ghi chú: Số liệu biểu diễn dưới dạng trung bình ± SD, n=3-5.  

          (-) : không đo được kích thước tiểu phân do hỗn dịch không phù hợp với tiêu chí của máy 

Sản phẩm thu được có đặc điểm như sau: 

Về hình thức: sản phẩm thu được của mẫu FJ21-65/130 có sự cô đặc, tạo thành 

hỗn dịch không mịn và có chất kết dính xung quanh thành bình. Các mẫu còn lại cho 

hỗn dịch đục nhẹ, màu vàng tươi đồng nhất, không có tiểu phân quan sát được bằng 

mắt thường.  

Về KTTP và phân bố KTTP: kết quả ở bảng 3.6 và phụ lục 3.1 cho thấy, ngoại 

trừ mẫu FJ21-65/130 không đo được kích thước tiểu phân, các mẫu còn lại có hỗn 

dịch liposome thu được đều có kích thước tiểu phân nhỏ. Tuy nhiên, mẫu FJ21-60/200 

và FJ21-60/130 có phân bố kích thước tiểu phân không đồng nhất, có sự hình thành 

các quần thể liposome với kích thước khác nhau thể hiện ở số lượng pic tạo thành. 

Ba mẫu còn lại FJ21-65/200, FJ-60/180, FJ-65/180 cho kích thước tiểu phân khoảng 

120 nm và phân bố kích thước tiểu phân hẹp, thể hiện ở chỉ số PDI nhỏ hơn 0,3, tạo 

thành 1 pic liposome duy nhất và có sự lặp lại giữa các mẻ.  

Từ kết quả thu được, khoảng nhiệt độ cất quay từ 60-65oC, áp suất cất quay 180 

mbar được chọn để làm thông số quy trình giai đoạn loại bỏ dung môi và cô đặc 

liposome BBR. 
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3.3.2.2. Khảo sát các yếu tố thuộc về công thức ảnh hưởng đến đặc tính liposome 

berberin 

Khảo sát ảnh hưởng của thành phần đến đặc tính liposome BBR: 

Thành phần cấu tạo nên liposome không những ảnh hưởng đến đặc tính của 

liposome mà còn ảnh hưởng đến độ ổn định của liposome trong quá trình bảo quản 

và khả năng bảo tồn nguyên vẹn cấu trúc trong đường tiêu hóa. Việc lựa chọn thành 

phần cấu tạo liposome là vấn đề quan trọng trong quá trình nghiên cứu bào chế. Tiến 

hành bào chế các công thức có thành phần khác nhau như trình bày ở phụ lục 3.2 

bằng phương pháp ở mục 2.3.3.1 với các điều kiện quy trình đã được chọn như: nhiệt 

độ phối hợp 2 pha 65oC, nhiệt độ cất quay 60oC, áp suất cất quay 180 mbar, tốc độ 

vòng quay 150 vòng/phút. Kết quả được thể hiện ở bảng 3.7 và hình 3.4. 

Bảng 3.7. Ảnh hưởng của thành phần công thức đến đặc tính liposome BBR bào chế 

bằng phương pháp tiêm ethanol (n=3-5, TB ± SD) 

Mẫu 

Thành phần 

BBR : Lipid : NaDC : 

-tocopherol (tỉ lệ mol) 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

Hiệu suất 

 liposome hóa 

 (%) 

FJ04 9 : 9 : 2 : 0 133,6 ± 1,1 0,209 ± 0,008 55,9 ± 2,4 

FJ21 9 : 9 : 0 : 3 117,3 ± 1,3 0,186 ± 0,004 57,8 ± 2,1 

FJ17 8 : 9 : 2 : 2 82,3 ± 1,3 0,113 ± 0,004 60,3 ± 1,6 

 

Hình 3.4. Phân bố kích thước tiểu phân (theo cường độ) của liposome BBR mẫu 

FJ04, FJ21 và FJ17 
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Sau khi bào chế, sản phẩm thu được có đặc điểm sau: 

Về hình thức, các hỗn dịch thu được đều hơi mờ đục đều, màu vàng tươi, không 

lắng cặn, không kết tủa, không có tiểu phân quan sát được bằng mắt thường sau bảo 

quản 3 ngày ở điều kiện 2 – 8 oC.   

Về KTTP và phân bố KTTP: Kết quả ở bảng trên cho thấy, kích thước tiểu phân 

trung bình của mẫu FJ04 và FJ21 dao động trong khoảng 120-130 nm. Trong lúc đó 

mẫu FJ17 có kích thước liposome trung bình khá nhỏ, khoảng 80 nm. Hình 3.4 cho 

thấy đặc điểm liposome tạo thành của cả 3 mẫu đều chỉ có 1 pic duy nhất trong mỗi 

mẫu, phân bố kích thước tiểu phân là biểu đồ phân bố chuẩn với sự phân bố hẹp, chỉ 

số PDI đều nhỏ hơn 0,3. Trong 3 mẫu trên thì KTTP và phân bố KTTP của mẫu FJ17 

là nhỏ nhất, tiếp theo là mẫu FJ21 và cuối cùng là mẫu FJ04. Điều này cho thấy, nếu 

thành phần cấu tạo của liposome bao gồm cả NaDC và -tocopherol thì KTTP nhỏ 

hơn đáng kể, phân bố KTTP hẹp hơn thể hiện ở biểu đồ phân bố tiểu phân cân đối và 

có độ rộng chân pic hẹp hơn (hình 3.4) 

Về hiệu suất nạp dược chất vào liposome: hiệu suất nạp dược chất của 3 mẫu 

khá tương đồng. Có xấp xỉ 55% lượng dược chất được nạp vào liposome. Sự có mặt 

của cả hai thành phần NaDC và -tocopherol có xu hướng làm tăng hiệu suất nạp 

dược chất (mẫu FJ17).  

Khảo sát ảnh hưởng của tỉ lệ mol dược chất trong công thức: 

Tỉ lệ mol dược chất trong tổng số mol các thành phần khác trong công thức 

quyết định hàm lượng dược chất toàn phần. Tuy nhiên, hiệu quả điều trị lại do số mol 

dược chất được nạp vào liposome. Vì vậy, việc chọn được tỉ lệ mol dược chất hợp lý 

trong công thức là vấn đề quan trọng nhằm vừa nâng cao hiệu suất quy trình và hiệu 

quả điều trị, vừa tiết kiệm dược chất. Tiến hành khảo sát ảnh hưởng của tỉ lệ mol dược 

chất đến đặc tính của liposome BBR bằng cách thiết kế công thức cho tất cả các mẫu 

nghiên cứu đều có cùng thành phần cấu tạo, giống nhau về tỉ lệ mol lipid (kể cả tỉ lệ 

mol giữa 2 loại lipid là HSPC và DSPG) và NaDC, các mẫu chỉ khác nhau về tỉ lệ 

mol dược chất như theo mô tả ở bảng 3.8 và phụ lục 3.2. Kết quả được trình bày ở 

bảng 3.9. 
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Bảng 3.8. Thành phần công thức bào chế liposome BBR khi thay đổi tỉ lệ mol BBR 

Mẫu 

Tỉ lệ mol 

BBR : Lipid : 

NaDC : -

tocopherol 

Tỉ lệ mol  

HSPC:DSPG 

 

BBR 

(mmol) 
HSPC 

(mmol) 
DSPG 

(mmol) 
NaDC 

(mmol) 

FJ04 9 : 9 : 2 : 0 7 : 3 0,1125 0,07875 0,03375 0,025 

FJ12 8 : 9 : 2 : 0 7 : 3 0,1000 0,07875 0,03375 0,025 

FJ18 6 : 9 : 2 : 0 7 : 3 0,0750 0,07875 0,03375 0,025 

 

Bảng 3.9. Ảnh hưởng của tỉ lệ mol BBR đến đặc tính của liposome BBR (n=3, TB ± SD) 

Mẫu KTTP TB (d.nm) PDI Hiệu suất liposome hóa (%) 

FJ04 133,6 ± 1,1 0,209 ± 0,008 55,9 ± 2,4 

FJ12 120,4 ± 1,1 0,243 ± 0,001 58,4 ± 2,5 

FJ18 50,9 ± 1,2 0,259 ± 0,009 64,9 ± 3,5 

Về hình thức: các mẫu thu được sau bào chế đều cho hỗn dịch đục mờ đều, màu 

vàng tươi, không có kết tủa hoặc lắng cặn, không có tiểu phân kết tinh quan sát được 

bằng mắt thường sau 3 ngày bảo quản ở điều kiện 2 – 8 oC.  

Về KTTP và phân bố KTTP: cả 3 mẫu đều cho liposome với kích thước tiểu 

phân nhỏ, và có xu hướng giảm dần kích thước khi giảm tỉ lệ mol dược chất. Mẫu 

FJ04 với tỉ lệ mol dược chất cao nhất cho kích thước lớn nhất (KTTP trung bình 133,6 

nm), tiếp theo là mẫu FJ12 (với KTTP trung bình 120,4 nm) và tỉ lệ mol nhỏ nhất là 

mẫu FJ18 cho kích thước tiểu phân nhỏ nhất (KTTP trung bình 51 nm). Phân bố 

KTTP của cả 3 mẫu đều hẹp, với chỉ số PDI nhỏ hơn 0,3.  

Về hiệu suất nạp dược chất, mẫu có xu hướng tăng dần hiệu suất liposome hóa 

khi giảm tỉ lệ mol dược chất. Mẫu FJ04 có tỉ lệ mol BBR lớn nhất nhưng có hiệu suất 

nạp dược chất trung bình là 55,9%, trong lúc đó mẫu FJ18 có tỉ lệ mol BBR nhỏ nhất 

lại có hiệu suất nạp trung bình là 64,9%. Điều này chứng tỏ tỉ lệ mol dược chất có 

ảnh hưởng đến hiệu suất nạp dược chất vào liposome. 

Khảo sát ảnh hưởng của tỉ lệ mol lipid HSPC và DSPG: 

Phospholipid là thành phần cấu tạo nên lớp vỏ liposome. Hai loại phospholipid 
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HSPC và DSPG được sử dụng phối hợp với tỉ lệ khác nhau. Để đánh giá ảnh hưởng 

của 2 loại lipid này đến đặc tính của liposome, tiến hành khảo sát 3 nhóm công thức 

(phụ lục 3.2). Trong đó, trong cùng một nhóm công thức có thành phần giống nhau 

nhưng khác nhau về tỉ lệ mol giữa 2 loại lipid, giữa các nhóm công thức khác nhau 

về tỉ lệ mol dược chất và khác cả thành phần. Kết quả được trình bày ở bảng 3.10, 

hình 3.5 và phụ lục 3.3 (điển hình về phân bố KTTP).  

Bảng 3.10. Ảnh hưởng của tỉ lệ mol HSPC:DSPG đến đặc tính liposome BBR ( n = 3-5) 

Nhóm Mẫu 

Tỉ lệ mol 

BBR : Lipid : 

NADC : -TP 

Tỉ lệ mol  

HSPC : 

DSPG 

 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

Hiệu suất 

liposome 

hóa (%) 

I 

FJ14 6 : 9 : 2 : 0 6 : 4 243,6 ± 4,1 0,195 ± 0,012 81,8 ± 1,4 

FJ16 6 : 9 : 2 : 0 4 : 6 91,2 ± 2,0 0,232 ± 0,015 88,2 ± 1,2 

FJ18 6 : 9 : 2 : 0 7 : 3 50,9 ± 1,2 0,250 ± 0,009 64,9 ± 3,5 

II 

FJ20 9 : 9 : 0 : 3 6 : 4 86,2 ± 8,6 0,329 ± 0,030 59,9 ± 1,6 

FJ21 9 : 9 : 0 : 3 7 : 3 117,3 ± 1,3 0,186 ± 0,004 57,8 ± 2,1 

FJ22 9 : 9 : 0 : 3 4 : 6 316,4 ± 3,3 0,529 ± 0,033 79,4 ± 2,3 

III 

FJ13 8 : 9 : 2 : 2 6 : 4 149,1 ± 0,8 0,220 ± 0,008 66,6 ± 2,2 

FJ17 8 : 9 : 2 : 2 7 : 3 82,3 ± 1,3 0,113 ± 0,004 60,3 ± 1,6 

FJ19 8 : 9 : 2 : 2 4 : 6 146,5 ± 2,7 0,186 ± 0,007 85,2 ± 1,0 

 

 

Hình 3.5. Hiệu suất liposome hóa của các mẫu bào chế 
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Sản phẩm thu được từ các mẫu bào chế trên đều có chung đặc điểm về hình 

thức: hỗn dịch màu vàng tươi, hơi mờ đục đồng nhất, không lắng tủa, không có tiểu 

phân kết tinh sau 3 ngày bảo quản ở điều kiện nhiệt độ 2 – 8 oC. 

Về KTTP và phân bố KTTP: liposome BBR của các mẫu trong cùng một nhóm 

có KTTP trung bình dao động đáng kể. Tỉ lệ mol HSPC : DSPG khác nhau tạo ra 

liposome có KTTP trung bình khác nhau. Liposome nhóm I dao động từ 51 nm đến 

244 nm, nhóm II dao động từ 86 nm - 316 nm, nhóm III dao động từ 82 nm – 150 

nm. Sự dao động về KTTP trung bình trong 3 nhóm không theo quy luật chung. Tuy 

nhiên, trong mỗi nhóm, sự thay đổi tỉ lệ mol của HSPC: DSPG dẫn đến thay đổi 

KTTP trung bình của liposome. Liposome trong nhóm công thức III, KTTP trung 

bình dao động hẹp nhất trong 3 nhóm. Về phân bố kích thước tiểu phân, phần lớn các 

mẫu đều có phân bố kích thước khá hẹp, chỉ số PDI dưới 0,3. Riêng mẫu FJ20 có PDI 

> 0,3 và FJ 22 có PDI > 0,5 là biểu hiện của phân bố quần thể rộng và có lớn hơn 1 

quần thể liposome trong biểu đồ phân bố KTTP (phụ lục 3.3). 

Về hiệu suất liposome hóa, liposome nhóm I có hiệu suất liposome hóa cao nhất 

trong 3 nhóm, tiếp theo là nhóm III và hiệu suất thấp nhất thuộc về nhóm II. Trong 

cùng một nhóm, hiệu suất nạp dược chất càng tăng khi tăng tỉ lệ mol DSPG. Bằng 

chứng là các mẫu FJ16, FJ19 và FJ22 có hiệu suất liposome hóa cao nhất trong lần 

lượt các nhóm I, II, và III mà các mẫu này đều có tỉ lệ DSPG cao nhất nhóm với tỉ lệ 

HSPC: DSPG = 4: 6 trong công thức. Điều đáng lưu ý là mẫu FJ19 vừa có tỉ lệ mol 

dược chất cao vừa có hiệu suất liposome hóa cao. Các mẫu có hiệu suất nạp thứ nhì 

trong cùng một nhóm là các mẫu có tỉ lệ mol HSPC: DSPG = 6:4, và cuối cùng là các 

mẫu có tỉ lệ này = 7: 3 (hình 3.5). Như vậy, tỉ lệ mol HSPC: DSPG có ảnh hưởng 

đáng kể đến hiệu suất liposome hóa.       

3.3.3. Bào chế liposome berberin bằng phương pháp hydrat hóa film 

Để lựa chọn được phương pháp bào chế tối ưu, phương pháp hydrat hóa film 

được sử dụng để khảo sát bào chế liposome BBR. 

Dựa vào thực tế khảo sát trên thiết bị cất quay R-300 để dung môi bốc hơi từ từ 

nhằm tạo màng film mỏng lên thành bình. Điều kiện cất quay loại bỏ dung môi được 

lựa chọn với nhiệt độ cất 41 oC, áp suất 330 mbar trong 5 phút đầu, nâng nhiệt độ lên 
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50 oC với áp suất 300 mbar trong 10 phút tiếp theo và sau đó điều chỉnh nhiệt độ lên 

55 oC và duy trì áp suất 280 mbar cho đến khi loại bỏ hết dung môi hữu cơ và tạo lớp 

film trên thành bình.  

Để so sánh với phương pháp tiêm ethanol, nghiên cứu tiếp tục thực hiện khảo 

sát ảnh hưởng của một số yếu tố thuộc về công thức ảnh hưởng đến đặc tính của 

liposome BBR 

Ảnh hưởng của thành phần cấu tạo liposome: 

Tiến hành bào chế liposome bằng phương pháp hydrat hóa film theo phương 

pháp ở mục 2.3.3.2 với điều kiện đã lựa chọn trên. Kết quả được trình bày ở bảng 

3.11 và hình 3.6. 

Bảng 3.11. Ảnh hưởng của thành phần cấu tạo lên đặc tính liposome BBR bào chế 

bằng phương pháp hydrat hóa film (n=3, TB ± SD). 

Mẫu 

Thành phần 

BBR : Lipid : NaDC : 

-TP (tỉ lệ mol) 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

Đặc điểm 

phân bố KT 

liposome 

 

FH04 9 : 9 : 2 : 0 830,1 ± 5,9 0,539 ± 0,06 Đa phân tán 

FH21 9 : 9 : 0 : 3 315,1 ± 7,5 0,429 ± 0,012 Đa phân tán 

FH17 8 : 9 : 2 : 2 251,6 ± 6,1  0,486 ± 0,011 Đa phân tán 
 

 

Hình 3.6. Phân bố kích thước tiểu phân (theo tỉ trọng) của các mẫu FH04, FH21, 

FH17 sau khi bào chế 

Về hình thức: Các mẫu sau bào chế có là những hỗn dịch hơi mờ đục, màu vàng 

tươi, không có kết tủa quan sát được bằng mắt thường sau 3 ngày bảo quản ở điều 
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kiện nhiệt độ 2 – 8 oC.    

Về KTTP và phân bố KTTP: KTTP của liposome cả 3 mẫu đều lớn và phân bố 

kích thước rộng. Mỗi mẫu đều có từ 2-3 quần thể liposome (đa phân tán) trong hỗn 

dịch. Mẫu FH04 với thành phần công thức chứa NaDC có KTTP trung bình lớn nhất 

(830 nm), phân bố kích thước rộng nhất, khoảng kích thước đại diện từ 30 nm đến 

2000 nm (hình 3.6), chỉ số PDI > 0,5. Mẫu FH21 với thành phần công thức chứa α-

tocopherol có KTTP trung bình nhỏ hơn mẫu FH04 nhiều (315 nm), phân bố kích 

thước hẹp hơn với chỉ số PDI < 0,5. Mẫu FH17 với thành phần công thức chứa cả 

NaDC và α-tocopherol có KTTP trung bình nhỏ nhất (252 nm) với chỉ số PDI < 0,5. 

Như vậy, thành phần công thức chứa cả NaDC và α-tocopherol có xu hướng làm giảm 

KTTP trung bình của liposome một cách rõ rệt. Tuy nhiên, kết quả trên cho thấy 

KTTP vẫn lớn và phân bố rộng nên cần thiết phải có phương pháp làm giảm KTTP 

phù hợp (hình 3.6).         

Ảnh hưởng của phương pháp đùn qua màng polycarbonat đến KTTP của 

liposome: 

 Đùn qua màng lọc polycarbonat là phương pháp làm giảm kích thước tiểu phân 

ít ảnh hưởng đến rò rỉ dược chất và cho kích thước tiểu phân khá đồng nhất. Tiến 

hành làm giảm KTTP bằng phương pháp đùn qua màng lọc polycarbonat có kích 

thước lỗ lọc 400 nm như mô tả ở mục 2.3.3.2, khảo sát số lần làm đùn là 0 lần, 20 

lần, 40 lần và 60 lần. Kết quả được thể hiện ở bảng 3.12 và hình 3.7. 

Bảng 3.12. Ảnh hưởng của số lần đùn qua màng 400 nm đến KTTP của mẫu FH04 

Số lần đùn KTTP TB (d.nm) PDI Đặc điểm phân bố KT 

0 830,1 ± 5,9 0,539 ± 0,06 Đa phân tán 

20 673,1 ± 160,9 0,612 ± 0,108 Không đạt tiêu chí đo 

của thiết bị 

40 295,8 ± 34,5 0,807 ± 0,063 Đa phân tán 

60 248,7 ± 3,4 0,272 ± 0,053 Đơn phân tán 
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Hình 3.7. Phân bố KTTP liposome mẫu FH04 sau khi đùn qua màng polycarbonat 

kích thước lỗ lọc 400 nm 

    Kết quả ở bảng 3.12 và hình 3.7 cho thấy, KTTP trung bình của liposome qua 

20 lần đùn qua màng polycarbonat (kích thước lỗ lọc 400 nm) chưa được cải thiện 

nhiều, thậm chí tăng, đồ thị phân bố KTTP không phải là phân bố chuẩn, quần thể 

liposome không xác định được do không phù hợp với tiêu chí đo của thiết bị. Dao 

động kích thước trung bình lớn, sai số chuẩn về kích thước lên đến 161 nm. Sau 40 

lần đùn, KTTP trung bình có giảm, sai số chuẩn cũng giảm đáng kể. Tuy nhiên chỉ 

số đa phân tán vẫn lớn, hình thành 3 quần thể liposome. Sau 60 lần đùn, KTTP trung 

bình giảm đáng kể, đồ thị phân bố KTTP là đồ thị phân bố chuẩn, sai số chuẩn về 

KTTP nhỏ (3,4 nm), chỉ số đa phân tán hẹp (PDI < 0,3) chứng tỏ liposome đã được 

đồng nhất về KTTP. Từ kết quả trên, số lần đùn qua màng polycarbonat 400 nm là 

60 lần được chọn để đồng nhất hóa KTTP của các mẫu tiếp theo.     

Ảnh hưởng của tỉ lệ mol dược chất: 

Tiến hành bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film các mẫu FH04, FH12, 

FH18, sau đó đùn qua màng polycarbonat kích thước lỗ lọc 400 nm, kết quả được 

trình bày ở bảng 3.13.  
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Bảng 3.13. Ảnh hưởng của tỉ lệ mol BBR đến đặc tính của liposome (n=3, TB ± SD) 

Mẫu 

Tỉ lệ mol 

BBR : Lipid : 

NaDC : -TP 

Trước khi đùn qua màng 

polycarbonat 

Sau khi đùn qua màng 

polycarbonat EE 

(%) KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

FH04 9 : 9 : 2 : 0 830,1 ± 5,9 0,539 ± 0,06 248,7 ± 3,3  0,272 ± 0,053 60,5 ± 4,5 

FH12 8 : 9 : 2 : 0 808,5 ± 40,0 0,429 ± 0,04 292,0 ± 3,9 0,181 ± 0,033 67,6 ± 3,1 

FH18 6 : 9 : 2 : 0 355,0 ± 13,1  0,395 ± 0,057 239,2 ± 2,4 0,243 ± 0,009 78,0 ± 1,7 

Kết quả trên cho thấy KTTP trung bình của liposome BBR trước đùn qua màng 

polycarbonat có xu hướng giảm nhưng sự khác nhau không rõ rệt khi giảm tỉ lệ mol 

dược chất từ 9 (FH04) xuống 8 (FH12). Tuy nhiên, khi tỉ lệ mol dược chất giảm 

xuống còn 6 (FH18) thì KTTP trung bình của liposome giảm xuống đáng kể, ở 

khoảng 355,0 ± 13 nm, chỉ số đa phân tán nhỏ hơn 0,4. Điều này chứng tỏ tỉ lệ mol 

BBR có ảnh hưởng đến KTTP trung bình trong bào chế liposome bằng phương pháp 

hydrat hóa film. Sau khi đùn 60 lần qua màng polycarbonat 400 nm, KTTP trung bình 

của tất cả các mẫu đều dưới 300 nm, phân bố KTTP hẹp, chỉ số PDI nhỏ hơn 0,3. 

Như vậy, tỉ lệ mol dược chất chỉ ảnh hưởng đến KTTP, phân bố KTTP trước khi đùn 

qua màng polycarbonat.  

Về hiệu suất liposome hóa, kết quả ở bảng 3.13 cho thấy hiệu suất nạp dược 

chất có xu hướng tăng dần từ 60,5% lên 78% khi giảm dần tỉ lệ mol dược chất từ 9 

xuống 6 trong công thức. Kết quả này cũng giống như kết quả thu được ở phương 

pháp bào chế liposome bằng tiêm ethanol.      

Ảnh hưởng của tỉ lệ mol HSPC:DSPG đến đặc tính của liposome BBR: 

Từ kết quả ở phương pháp tiêm ethanol, các công thức có hiệu suất liposome 

hóa cao trên 60% được chọn để tiếp tục đánh giá ảnh hưởng của tỉ lệ mol HSPC:DSPG 

trên phương pháp bào chế hydrat hóa film. Kết quả được trình bày ở bảng 3.14. 
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Bảng 3.14. Ảnh hưởng của tỉ lệ mol HSPC:DSPG lên đặc tính của liposome BBR 

(n=3, TB ± SD) 

Nhóm Mẫu 

Tỉ lệ mol 

BBR : Lipid : 

NaDC : -TP 

Tỉ lệ mol  

HSPC : 

DSPG 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

Hiệu suất 

liposome 

hóa (%) 

A 

FH14 6 : 9 : 2 : 0 6 : 4 233,8 ± 5,8 0,496 ± 0,02 87,3 ±0,8 

FH16 6 : 9 : 2 : 0 4 : 6 563,4 ± 34,2 0,577 ± 0,12 91,9 ± 4,2 

FH18 6 : 9 : 2 : 0 7 : 3 355,0 ± 13,1  0,395 ± 0,057 78,0 ± 1,7 

B 

FH13 8 : 9 : 2 : 2 6 : 4 278,9 ± 25,6 0,652 ± 0,09 72,0 ± 3,0 

FH17 8 : 9 : 2 : 2 7 : 3 251,6 ± 6,1 0,486 ± 0,01 66,6 ± 0,4 

FH19 8 : 9 : 2 : 2 4 : 6 234,3 ± 6,6 0,522 ± 0,07 87,0 ± 0,6 

Kết quả ở bảng trên cho thấy: 

Về KTTP và phân bố KTTP, trong nhóm A, mẫu FH14 có KTTP trung bình 

thấp nhất, mẫu FH18 có phân bố KTTP nhỏ nhất (PDI = 0,395). Ở nhóm B, KTTP 

trung bình của liposome khá đều giữa các mẫu. Trong đó, mẫu FH19 cho KTTP trung 

bình nhỏ nhất (230 nm), nhưng phân bố KTTP rộng (PDI = 0,522). Nhìn chung, 

KTTP của các mẫu nhóm A và nhóm B đều bị ảnh hưởng bởi tỉ lệ mol HSPC:DSPG. 

Các mẫu đều có phân bố KTTP lớn hơn 0,3, tồn tại ít nhất 2 quần thể liposome trong 

mỗi mẫu hỗn dịch (phụ lục 3.4).  

Về hiệu suất nạp, trong nhóm A, mẫu FH16 có hiệu suất nạp cao nhất (91,9%), 

mẫu FH18 có hiệu suất nạp thấp nhất (78,0%). Tương tự như thế, ở nhóm B, mẫu 

FH19 có hiệu suất nạp cao nhất (87,5%), và mẫu FH17 có hiệu suất nạp thấp nhất 

(66,6%). Như vậy, tỉ lệ mol HSPC:DSPG có ảnh hưởng đến hiệu suất liposome hóa, 

tỉ lệ HSPC : DSPG = 4 : 6 cho hiệu suất liposome hóa cao nhất.  

3.3.4. So sánh ảnh hưởng của phương pháp bào chế lên đặc tính của liposome berberin   

  Ảnh hưởng của phương pháp bào chế lên KTTP và phân bố KTTP 

KTTP và phân bố KTTP của liposome BBR tạo thành từ hai phương pháp bào 

chế tiêm ethanol và hydrat hóa film được trình bày ở bảng 3.15, hình 3.8 và phụ lục 

3.3, phụ lục 3.4, phụ lục 3.5. 
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Bảng 3.15. Ảnh hưởng của phương pháp bào chế lên KTTP và phân bố KTTP (n=3-

5, TB ± SD) 

Ký 

hiệu

mẫu 

Phương pháp  

tiêm ethanol 

Phương pháp hydrat hóa film 

Trước khi đùn qua màng 

polycarbonat 

Sau khi đùn qua màng 

polycarbonat 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

KTTP TB 

(d.nm) 
PDI 

F04 133,6 ± 1,1 0,209 ± 0,008 830,1 ± 5,9 0,539 ± 0,06 248,7 ± 3,3  0,272 ± 0,053 

F12 120,4 ± 1,1 0,243 ± 0,001 808,5 ± 40,0 0,429 ± 0,04 292,0 ± 3,9 0,181 ± 0,033 

F18 50,9 ± 1,2 0,259 ± 0,009 355,0 ± 13,1  0,395 ± 0,057 239,2 ± 2,4 0,243 ± 0,009 

F21 117,3 ± 1,3 0,209 ± 0,008 315,1 ± 7,5 0,429 ± 0,012 236,0 ± 2,0 0,248 ± 0,009 

F14 243,6 ± 4,1 0,195 ± 0,012 233,8 ± 5,8 0,496 ± 0,02 208,2 ± 3,2 0,312 ± 0,031 

F16 91,2 ± 2,0 0,232 ± 0,015 563,4 ± 34,2 0,577 ± 0,12 448,5 ± 6,6 0,276 ± 0,016 

F17 82,3 ± 1,3 0,113 ± 0,004 251,6 ± 6,1 0,486 ± 0,01 220,5 ± 1,4 0,237 ± 0,009 

F13 149,1 ± 0,8  0,220 ± 0,008 278,9 ± 25,6 0,652 ± 0,09 182,8 ± 2,6 0,297 ± 0,022 

F19 146,5 ± 2,7 0,186 ± 0,007 234,3 ± 6,6 0,522 ± 0,07 111,5 ± 3,7 0,285 ± 0,011 

 

 

Hình 3.8. Phân bố KTTP của liposome BBR mẫu F12 bào chế theo phương pháp 

tiêm ethanol (A, B) và hydrat hóa film (C,D): A. phân bố kích thước theo số tiểu 

phân đo bằng kỹ thuật NTA; B. phân bố KTTP theo cường độ đo bằng kỹ thuật 

DLS; C. Phân bố KTTP trước khi đùn qua màng; D. Phân bố KTTP sau khi đùn 

qua màng 60 lần. 
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Từ kết quả ở bảng 3.15 và hình 3.8 cho thấy, liposome bào chế bằng phương 

pháp tiêm ethanol cho KTTP trung bình nhỏ (dưới 300 nm), phân bố KTTP hẹp, với 

chỉ số PDI nhỏ hơn 0,3 ở tất cả các mẫu. Liposome bào chế bằng phương pháp hydrat 

hóa cho kích thước tiểu phân to, KTTP trung bình lên đến hơn 800 nm, phân bố KTTP 

không đều, thể hiện ở chỉ số PDI đều lớn trên 0,3, nhiều mẫu chỉ số PDI lớn hơn 0,5. 

Sau khi đùn qua màng, liposome có KTTP nhỏ hơn và phân bố KTTP hẹp lại, chỉ số 

đa phân tán PDI hầu hết đều nhỏ hơn 0,3.   

Ảnh hưởng của phương pháp bào chế lên cấu trúc của liposome: 

Tiến hành quan sát hình thái và cấu trúc của liposome BBR bào chế bằng 

phương pháp tiêm ethanol bằng sử dụng kính hiển vi đông lạnh (Cryo-EM), kích 

thước tiểu phân của liposome được so sánh với kích thước đo bằng phương pháp 

DLS. Liposome BBR bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film được quan sát hình 

thái và cấu trúc bằng kính hiển vi huỳnh quang 2 photon. Kết quả được trình bày ở 

hình 3.9a, hình 3.9b và hình 3.10.  

 

Hình 3.9a. Hình ảnh chụp bằng kính hiển vi đông lạnh (cryo-EM) về hình thái và 

cấu trúc của liposome BBR (mẫu FJ21) bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol 

(A) và phân bố KTTP của liposome BBR (mẫu FJ21) đo bằng DLS 
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Hình 3.9b. A. Hình ảnh chụp bằng kính hiển vi đông lạnh (cryo-EM) về hình thái và 

cấu trúc của liposome BBR (mẫu FJ17) bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol và 

B. phân bố KTTP của liposome BBR (mẫu FJ17) đo bằng DLS 

 

 

Hình 3.10. Hình ảnh cấu trúc của liposome BBR (mẫu FH12) bào chế bằng phương 

pháp hydrat hóa film chụp bằng kính hiển vi huỳnh quang 2 photon: A. Cấu trúc 

nhiều ngăn (MVV); B. Cấu trúc nhiều lớp (MLV); C &D. Cấu trúc một lớp (UV). 

(Thang đo 10 μm). 
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Từ kết quả ở hình 3.9a, 3.9b và 3.10 cho thấy, liposome BBR bào chế bằng 

phương pháp tiêm ethanol cấu trúc 1 lớp nhỏ, kích thước dưới 300 nm. Trong lúc đó, 

liposome BBR bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film có hình cầu, cấu trúc đa 

dạng, gồm liposome nhiều ngăn, liposome nhiều lớp và có cả liposome 1 lớp.  

BBR có tính phát huỳnh quang tự nhiên, khi quan sát dưới kính hiển vi huỳnh 

quang, BBR phát huỳnh quang cho ánh sáng xanh. Trong khi đó, các thành phần khác 

trong công thức không cho ánh huỳnh quang (phụ lục 3.6).  Kết quả ở các hình 3.10A, 

B, C và D cho thấy, trong cấu trúc của liposome BBR, dược chất BBR tích lũy ở giữa 

màng phospholipid kép, tạo ra các vòng hình tròn phát huỳnh quang. Trong ngăn 

nước không chứa dược chất BBR.       

Ảnh hưởng của phương pháp bào chế lên hiệu suất liposome hóa: 

Hiệu suất liposome hóa của các mẫu liposome BBR bào chế bằng hai phương 

pháp tiêm ethanol và hydrat hóa film được trình bày ở bảng 3.16 và hình 3.11. Bằng 

sử dụng phép so sánh cặp (pair t-test) của phần mềm SPSS 20.0 để so sánh hiệu suất 

nạp của 2 phương pháp, kết quả cho thấy phương pháp hydrat hóa film cho hiệu suất 

nạp cao hơn so với phương pháp tiêm ethanol với mức ý nghĩa p < 0,05.  

Bảng 3.16. Hiệu suất liposome hóa của các mẫu liposome BBR bào chế bằng 

phương pháp tiêm ethanol và hydrat hóa film (n=3-5, TB ± SD) 

              

MẪU         

Phương  

pháp 

F04 F12 F21 F14 F16 F18 F13 F17 F19 

Tiêm ethanol 55,9 

± 2,4 

58,4 

± 2,5 

57,8 

± 2,1 

81,8 

± 1,4 

88,2 

±1,2 

64,9 

± 3,5 

66,6 

± 2,2 

60,3 

± 1,6 

85,2 

±1,0 

Hydrat  

hóa film 

60,5 

± 4,6 

67,6 

± 3,1 

64,0 

± 1,4 

87,3 

± 0,8 

91,9 

±4,2 

78,0 

± 1,7 

72,0 

± 3,0 

66,6 

± 0,4 

87,0 

±0,6 
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Hình 3.11. Hiệu suất liposome hóa của các mẫu liposome BBR bào chế theo hai 

phương pháp tiêm ethanol và hydrat hóa film 

Ảnh hưởng của phương pháp bào chế lên trạng thái rắn của BBR trong liposome 

Tiến hành đánh giá trạng thái rắn của BBR khi nạp vào liposome bằng phương 

pháp nhiễu xạ tia X ghi ở mục 2.3.4.5. Mẫu được chụp gồm liposome BBR bào chế 

bằng hai phương pháp tiêm ethanol (FJ16, FJ19) và hydrat hóa film (FH16, FH19). 

Song song, phổ nhiễu xạ tia X của các nguyên liệu cấu tạo nên liposome được đo để 

so sánh. Phổ nhiễu xạ tia X của nguyên liệu và các mẫu liposome BBR được biểu 

diễn ở hình 3.12 và phụ lục 3.7. 

Kết quả ở hình 3.12, phụ lục 3.7 cho thấy, bột nguyên liệu BBR tồn tại ở dạng 

kết tinh nên có các pic nhiễu xạ đặc trưng tại các vị trí 9,1o, 9,7o, 13,4o, 16,7o, và 25,8o 

2 theta. DSPG có 1 pic rộng kéo dài từ 19,6o đến 24,2o 2 theta. HSPC cho các pic 

nhiễu xạ ở vị trí 20,3o, 22,7o và 23,3o 2 theta. NaDC tồn tại ở dạng kết tinh và cho các 

pic nhiễu xạ ở các vị trí 13,1o, 14o, 15,9o và 18,8o 2 theta. Phổ nhiễu xạ của hỗn hợp 

vật lý (PM) thể hiện đầy đủ các pic đặc trưng của các nguyên liệu ở các vị trí tương 

ứng. Ngược lại, các pic đặc trưng ở phổ nhiễu xạ của các mẫu liposome BBR FJ16, 

FJ19, FH16, FH19 bị dịch chuyển vị trí so với vị trí ban đầu của các nguyên liệu cấu 

tạo nên liposome trên thang độ 2 theta. Cụ thể, pic nhiễu xạ của BBR đã dịch chuyển 

sang các vị trí 11,0o, 17,2o, 19,5o, 24,3o, 26,9o và 27,7o 2 theta. Kết quả này cho thấy, 
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BBR trong liposome đã giảm bớt dạng kết tinh hoặc đã liên kết chặt chẽ với các thành 

phần khác trong công thức. Hơn nữa, các pic nhiễu xạ của các mẫu bào chế theo 

phương pháp tiêm ethanol (FJ16, FJ19) có cường độ cao hơn so với cường độ nhiễu 

xạ của các mẫu bào chế theo phương pháp hydrat hóa film (FH16, FH19). Điều này 

chứng tỏ sự liên kết giữa BBR với các thành phần khác trong liposome bào chế bằng 

phương pháp hydrat hóa film chặt chẽ hơn phương pháp tiêm ethanol.   

 

Hình 3.12. Phổ nhiễu xạ tia X của liposome BBR và nguyên liệu cấu tạo nên 

liposome 

Ảnh hưởng của phương pháp bào chế lên giải phóng dược chất in vitro: 

Tiến hành đánh giá tốc độ giải phóng dược chất từ liposome BBR ở trong 3 môi 

trường giải phóng theo phương pháp trình bày ở mục 2.3.4.4. Các mẫu thử giải phóng 

gồm FJ16, FH16, FJ19, FH19 và mẫu nguyên liệu BBR để làm đối chứng. Thời gian 

thử giải phóng kéo dài 24 giờ. Thí nghiệm lặp lại 3 lần và tính kết quả trung bình. Kết 

quả được trình bày ở hình 3.13 và phụ lục 3.8.    
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Hình 3.13. Phần trăm giải phóng qua màng thẩm tích của dược chất từ liposome 

BBR bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol và hydrat hóa film ở 3 môi trường 

giải phóng ở 37 oC. A. Trong môi trường dung dịch acid hydrocloric 0,1N (pH = 

1,2); B. Trong môi trường đệm phosphat pH4,5; C. Trong môi trường đệm phosphat 

pH 6,8.  

Ở môi trường acid hydrocloric pH1,2 (hình 3.13A), trong vòng 4 giờ đầu, phần 

trăm BBR ở liposome FJ16 và FJ19 và cả FH16, FH19 giải phóng trên 80%, tỉ lệ này 

ở dung dịch BBR trên 95%. Ở môi trường mô phỏng dịch tá tràng (hình 3.13B), dược 

chất giải phóng từ liposome BBR FJ19 và FJ16 trong 2 giờ đầu xấp xỉ 65%. Trong 

lúc đó, tỉ lệ này ở liposome FH16 và FH19 xấp xỉ 40%, ở dung dịch BBR trên 80%. 

Trong 2 giờ tiếp theo, lượng BBR giải phóng đến 85% từ FJ16 và FJ19, 75% từ FH16 

và FH19 và trên 95% từ dung dịch BBR. Trong vòng 8 giờ, tổng lượng BBR giải 

phóng đến 95% từ FJ16 và FJ19, hơn 80% từ FH16, FH19. Tỉ lệ này ở mẫu bào chế 

bằng phương pháp hydrat hóa film đạt đến 90% trong 24 giờ. Trong khi đó, ở mẫu 
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bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol, khả năng giải phóng dược chất chỉ kéo dài 

đến 12 giờ.  

Trong môi trường mô phỏng dịch ruột non (hình 3.13C), tốc độ giải phóng BBR 

từ dung dịch BBR tăng lên và từ các mẫu FJ và FH chậm lại so với ở môi trường acid 

hydrocloric 0,1N và đệm phosphat pH 4,5. Tốc độ giải phóng của các mẫu F16 chậm 

hơn so với các mẫu F19. Trong 2 giờ đầu, có 70% dược chất được giải phóng từ FJ19 

và 65% giải phóng ở FJ16. Tỉ lệ này ở mẫu FH thấp hơn đáng kể, có 40% dược chất 

được giải phóng từ FH19 và có 35% giải phóng từ FH16. Phần trăm giải phóng BBR 

ở các mẫu FJ trong 2 giờ tiếp theo đạt trên 80%, trong lúc đó ở các mẫu FH chỉ dưới 

65%. Các mẫu FJ kéo dài giải phóng trong vòng 12 giờ và đạt đến hơn 95% dược 

chất được giải phóng, ở mẫu FH khả năng giải phóng kéo dài trên 24 giờ và có xấp 

xỉ 80% dược chất được giải phóng ở thời điểm kết thúc. 

Như vậy mẫu F19 có hiệu suất nạp cao, kéo dài thời gian giải phóng dược chất 

tương đương với mẫu F16. Hơn nữa, mẫu F19 lại có tỉ lệ mol dược chất cao nên công 

thức của mẫu F19 được chọn để thực hiện các nghiên cứu tiếp theo.       

3.4. NGHIÊN CỨU BÀO CHẾ PROLIPOSOME BERBERIN 

Liposome mặc dù có nhiều ưu điểm, nhưng có nhược điểm chính là khó nâng 

cấp quy mô, kém ổn định và nồng độ dược chất thấp do tồn tại ở dạng hỗn dịch. Kết 

quả ở mục 3.3.4 cho thấy, mẫu liposome BBR bào chế bằng phương pháp hydrat hóa 

film có hiệu suất nạp cao, có khả năng kéo dài thời gian giải phóng dược chất in vitro 

trong các môi trường mô phỏng dịch dạ dày, dịch ruột hơn so với mẫu bào chế bằng 

phương pháp tiêm ethanol. Ngoài ra, liên kết giữa BBR với thành phần tạo vỏ trong 

liposome bào chế bằng hydrat hóa film chặt chẽ hơn trong liposome bào chế bằng 

phương pháp tiêm ethanol. Vì vậy, nguyên lý hydrat hóa màng film để tạo thành 

liposome BBR được áp dụng trong bào chế proliposome BBR bằng cách tạo lớp film 

trên bề mặt chất mang tương tự như lớp film trên thành bình cầu trong bào chế 

liposome bằng phương pháp hydrat hóa film nhằm mục đích tăng hiệu suất nạp, kéo 

dài giải phóng dược chất, tăng liên kết giữa dược chất với tá dược tạo liposome để 

tăng hấp thu dược chất ở dạng liposome, tránh hiện tượng bơm ngược BBR. Trong 

nghiên cứu của luận án, phương pháp bao hạt được chọn để tạo màng film trên bề 
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mặt chất mang. Do đó, đề tài tiếp tục nghiên cứu bào chế proliposome BBR ở dạng 

rắn để khắc phục nhược điểm của liposome đồng thời tăng hiệu suất nạp, kéo dài khả 

năng giải phóng dược chất của liposome pha lại từ proliposome trong đường tiêu hóa. 

3.4.1. Xác định một số thông số quy trình và lựa chọn công thức bào chế 

proliposome berberin  

Tiến hành bào chế proliposome BBR bằng phương pháp bao hạt trên thiết bị 

bao tầng sôi. Chất mang được lựa chọn là manitol. Qua đánh giá phân bố KTTP 

manitol bằng chụp SEM (hình 3.14) cho thấy manitol có kích thước từ 50-400 μm. 

Vì vậy, manitol được tiếp tục đánh giá tỉ lệ phân bố KTTP bằng phương pháp rây, sử 

dụng các loại rây có kích cỡ mắt rây khác nhau: 125, 250, 500 μm. Kết quả cho thấy, 

manitol dưới rây 125 μm chiếm tỉ lệ 10,35%, manitol trong khoảng rây 250 và 500 

μm chiếm tỉ lệ 26,39%, chiếm tỉ lệ lớn nhất là manitol có kích thước nằm trong 

khoảng từ 125-250 μm với 63,26%. Loại phần bột manitol dưới rây 125 μm, phân 

đoạn còn lại được đưa vào bào chế proliposome. Với thiết bị tầng sôi, qua khảo sát 

sơ bộ bằng quan sát thực tế, tốc độ phun dịch được chọn là 0,7 vòng/phút (tương ứng 

với 1,5 ml/phút) và áp suất đầu súng phun 0,7 bar với kiểu phun từ trên xuống.    

Lựa chọn tốc độ thổi khí:  

Tốc độ thổi khí là thông số ảnh hưởng đến khả năng treo và đảo hạt trong buồng 

sấy. Với thiết bị Mini-Glatt, tốc độ thổi khí tối thiểu là 8 m3/h và tối đa là 20 m3/h. 

Trong nghiên cứu, tốc độ thổi khí được khảo sát ở 2 mức là 10 m3/h và 15 m3/h. Tỉ lệ 

về khối lượng giữa thành phần tạo liposome với chất mang (manitol) được chọn cho 

khảo sát ban đầu là 1:1.     

Lựa chọn nhiệt độ khí vào: 

Hỗn hợp dung môi gồm methanol và cloroform là những dung môi dễ bay hơi. 

Khi được thổi gió trong buồng sấy, tốc độ bay hơi càng tăng. Vì vậy, nhiệt độ khí vào 

được khảo sát ở 2 mức nhiệt độ thấp 45 oC và 50 oC. Nếu nhiệt độ thấp dưới 45 oC, 

quá trình bốc hơi chậm, tiểu phân có hàm ẩm lớn sẽ kết dính lại với nhau làm quá 

trình bao hạt không đều. Ngược lại, nhiệt độ cao quá (trên 50 oC) sẽ gần đến điểm sôi 

của dung môi, làm dung môi bay hơi quá nhanh. 
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Lựa chọn tỉ lệ khối lượng giữa thành phần tạo liposome và chất mang: 

Tỉ lệ khối lượng giữa thành phần tạo liposome và chất mang được khảo sát để 

chọn được tỉ lệ phù hợp, sao cho chất mang mang được nhiều dược chất nhằm tăng 

hàm lượng BBR trong proliposome nhưng không ảnh hưởng đến chất lượng hay đặc 

tính của liposome hoàn nguyên. Trong nghiên cứu này, 2 mức tỉ lệ khối lượng giữa 

thành phần tạo liposome: manitol được lựa chọn là 1 : 1 và 2 : 1.   

3.4.2. Đánh giá ảnh hưởng một số yếu tố về công thức và thông số trong quy 

trình đến đặc tính proliposome berberin  

Tiến hành đánh giá ảnh hưởng của một số thông số quy trình và tỉ lệ khối lượng 

giữa thành phần tạo liposome với manitol như đã được lựa chọn ở mục 3.4.1 với tốc 

độ phun dịch 1,5ml/phút, áp suất phun 0,7 bar. Kết quả được trình bày ở bảng 3.17.  

Bảng 3.17.  Tỉ lệ khối lượng và thông số quy trình bào chế proliposome BBR bằng 

phương pháp bao hạt trên thiết bị bao tầng sôi 

Ký hiệu công 

thức 

Tỉ lệ khối 

lượng lượng* 

Tốc độ thổi khí 

(m3/h) 

Nhiệt khí vào 

(oC) 

FF19-1.1 1:1 15 50 

FF19-1.2 1:1 10 50 

FF19-1.3 1:1 10 45 

FF19-2.1 2:1 10 45 

Ghi chú: * là tỉ lệ khối lượng giữa thành phần tạo liposome BBR (BBR, HSPC, DSPG, NaDC và α-

TP) và manitol.  

Ảnh hưởng của thông số quy trình đến hình thái và bề mặt proliposome BBR: 

Tiến hành phun dịch phun chứa các thành phần tạo liposome lên chất mang  

manitol theo phương pháp như ở mục 2.3.4 với các thông số quy trình đã lựa chọn 

như ở bảng 3.17. Hình thái của proliposome BBR được biểu thị ở hình 3.15, 3.16, 

3.17, 3.18. Hình 3.14 cho thấy manitol là những tiểu phân kết tinh hình gậy, có kích 

thước dưới 400 μm, có bề mặt phẳng hoặc gồ ghề.   
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Hình 3.14. Hình thái của chất mang manitol quan sát dưới kính hiển vi điện tử quét 

SEM: A. độ phóng đại 100 lần và B. độ phóng đại 1000 lần. 

Proliposome BBR mẫu FF19-1.1 (hình 3.15) có hình dạng và kích thước không 

đều, có những hạt mịn do dịch phun không bám được lên chất mang và khô lại. Một 

số tiểu phân chất mang được bám quá nhiều dịch phun và ngược lại, một số tiểu phân 

manitol không được bám hoặc được bám rất ít thành phần tạo liposome. Dịch phun 

bám trên bề mặt chất mang khi khô lại không tạo thành film mà tạo thành các cụm 

tiểu phân kết dính không đều (hình 3.15B).   

 

Hình 3.15. Hình thái của proliposome BBR mẫu FF19-1.1 quan sát dưới kính hiển 

vi điện tử quét SEM: A. độ phóng đại 100 lần; B. độ phóng đại 1000 lần 
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Hình 3.16. Hình thái và bề mặt của proliposome BBR mẫu FF19-1.2 dưới kính hiển 

vi điện tử quét SEM: A. Hình thái proliposome BBR (độ phóng đại 100 lần); B. Bề 

mặt proliposome BBR (độ phóng đại 500 lần); C. Bề mặt của proliposome BBR (độ 

phóng đại 3.000 lần); D. Bề mặt proliposome BBR (độ phóng đại 1000 lần) 

Proliposome BBR mẫu FF19-1.2 (hình 3.16) có hình gậy giống chất mang 

manitol, KTTP khá đều đặn, chứng tỏ dịch phun đã bám đều lên chất mang. Tuy 

nhiên, trên bề mặt chất mang vừa có màng film tạo thành ở bề mặt nhẵn vừa có các 

vi cầu tạo thành ở những vị trí bề mặt gồ ghề (hình 3.16B, C). Với những tiểu phân 

chất mang có bề mặt gồ ghề xù xì, trên bề mặt hoàn toàn không có lớp film mà chỉ 

có vi cầu tạo thành (hình 3.16D).  
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Hình 3.17. Hình thái và bề mặt của proliposome BBR mẫu FF19-1.3 dưới kính hiển 

vi điện tử quét SEM: A. Hình thái proliposome BBR (độ phóng đại 100 lần); B. Bề 

mặt proliposome (độ phóng đại 500 lần) 

 

Hình 3.18. Hình thái và bề mặt của proliposome BBR mẫu FF19-2.1 dưới kính hiển 

vi điện tử quét SEM: A. Hình thái proliposome BBR (độ phóng đại 200 lần); B. Bề 

mặt proliposome ở vị trí gồ ghề (độ phóng đại 3000 lần); C. Bề mặt proliposome ở 

vị trí gồ ghề (độ phóng đại 5000 lần) 

Hình thái của proliposome BBR mẫu FF19-1.3 (hình 3.17) và proliposome BBR 

mẫu FF19-2.1 (hình 3.18) có hình gậy giống hình thái của manitol, KTTP đều đặn. 

Bề mặt chất mang manitol được tráng đều lớp film của các thành phần tạo liposome, 

kể cả ở những vị trí bề mặt gồ ghề (hình 3.17B, hình 3.18B, C). Vì vậy, thông số quy 

trình với tốc độ thổi khí 10 m3/h và nhiệt khí vào 45 oC, áp suất phun 0,7 bar, tốc độ 

phun dịch 1,5 ml/phút là phù hợp để bào chế proliposome BBR theo phương pháp 

bao hạt trên thiết bị tầng sôi.     

Ảnh hưởng của thông số quy trình và công thức đến mất khối lượng do làm 

khô, hàm lượng của proliposome BBR:  

Xác định mất khối lượng do làm khô theo mục 2.3.6.4 và định lượng hàm lượng 
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BBR theo phương pháp mô tả ở mục 2.3.6.5 cho các mẫu proliposome BBR FF19-

1.1, FF19-1.2, FF19-1.3 và FF19-2.1. Kết quả được trình bày ở bảng 3.18. 

Bảng 3.18. Mất khối lượng do làm khô và hàm lượng BBR của proliposome BBR 

(n=3, TB ± SD) 

Mẫu Mất khối lượng do làm 

khô (%) 

Hàm lượng BBR (%) 

FF19-1.1 3,37 ± 0,31 11,6 ± 6,3 

FF19-1.2 3,63 ± 0,40 9,7 ± 1,3 

FF19-1.3 3,53 ± 0,35 11,1 ± 0,6 

FF19-2.1 3,42 ± 0,27 14,7 ± 1,0 

Nhận xét: Từ kết quả của bảng trên, cho thấy mất khối lượng do làm khô của 

các mẫu đều dưới 4%. Hàm lượng dược chất của các mẫu có tỉ lệ khối lượng 1: 1 nằm 

trong khoảng từ 9,7 – 11,6%. Riêng với mẫu FF19-2.1 có tỉ lệ khối lượng 2:1 nên 

hàm lượng dược chất đạt đến khoảng 15%. Biến thiên về hàm lượng của mẫu FF19-

1.1 giữa các lần định lượng lớn nhất, đến 6,3%. Kết quả này cho thấy hàm lượng giữa 

các trong mẫu không đều. Các mẫu còn lại có biến thiên hàm lượng hẹp, dưới 1,5%.  

KTTP, phân bố KTTP và hiệu suất nạp của liposome tạo thành từ 

proliposome BBR: 

Tiến hành hydrat hóa các mẫu proliposome BBR FF19-1.1, FF19-1.2, FF19-1.3 

và FF19-2.1 theo phương pháp mô tả ở mục 2.3.6.3. Mẫu liposome tạo thành tương 

ứng được đo KTTP và phân bố KTTP theo phương pháp ghi ở mục 2.3.4.2, đánh giá 

hiệu suất liposome hóa theo mục 2.3.4.3. Kết quả được trình bày ở bảng 3.19, hình 

3.19. 

Bảng 3.19. KTTP, phân bố KTTP và hiệu suất nạp dược chất của liposome tạo 

thành từ proliposome BBR (n=3, TB ± SD) 

Mẫu KTTP TB (d.nm) PDI Hiệu suất liposome hóa (%) 

FF19-1.2 682,9 ± 288,6 0,915 ± 0,075 - 

FF19-1.3 123,5 ± 10,8 0,293 ± 0,028 87,3 ± 1,5 

FF19-2.1 116,6 ± 5,8 0,269 ± 0,038 87,8 ± 1,0 
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Kết quả cho thấy liposome tạo thành từ proliposome berberin của mẫu FF19-

1.2 có KTTP và phân bố KTTP lớn. Mẫu FF19-1.3, FF19-2.1 có KTTP và phân bố 

KTTP nhỏ. Như vậy, yếu tố thông số quy trình đã ảnh hưởng đáng kể đến kích thước 

và phân bố kích thước của liposome tạo thành. Hiệu suất liposome hóa của hai mẫu 

FF19-1.3, FF19-2.1 tương đương nhau, đạt 87%. Trong số các mẫu proliposome BBR 

trên thì mẫu FF19-2.1 là mẫu có nhiều ưu điểm nhất, vừa có KTTP nhỏ, phân bố 

KTTP hẹp, vừa có hiệu suất nạp cao và hàm lượng dược chất lớn. Vì vậy, mẫu FF19-

2.1 được chọn để thực hiện các nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3.19. Liposome BBR tạo thành từ proliposome BBR mẫu FF19-2.1. A. Phân 

bố KTTP theo cường độ; B. Phân bố KTTP theo thể tích; C. hình thái liposome BBR 

chụp qua TEM 

3.4.3. Đánh giá một số đặc tính của proliposome berberin  

Trên cơ sở lựa chọn ở trên, mẫu proliposome FF19-2.1 tiếp tục được đánh giá 

một số đặc tính khác như sau:   

3.4.3.1. Đặc tính lý hóa 

Đặc tính lý hóa của proliposome BBR được đánh giá bằng đo phổ nhiễu xạ tia 

X và phổ hồng ngoại theo phương pháp như ở các mục 2.3.2.1b, c.  

Phổ nhiễu xạ tia X: 

Phổ nhiễu xạ tia X của proliposome BBR mẫu FF19-2.1 được thể hiện ở hình 

3.20, phụ lục 3.7 và phụ lục 3.9.  
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Hình 3.20. Phổ nhiễu xạ tia X của BBR, HSPC, DSPG, NaDC (SDC), MNT, hỗn 

hợp vật lý (PM) và proliposome BBR FF19-2.1 

Hình 3.20 cho thấy, manitol tồn tại ở dạng kết tinh, thể hiện nhiều đỉnh nhiễu 

xạ cường độ mạnh tại các vị trí 10,8o, 14,8o, 19,0o, 20,7o, 21,4o, 23,7o 2θ. Phổ nhiễu 

xạ của hỗn hợp vậy lý (PM) có đầy đủ các đỉnh nhiễu xạ của BBR, HSPC, DSPG, 

NaDC (SDC), MNT chứng tỏ sự có mặt đầy đủ các thành phần trên nhưng không xảy 

ra tương tác nào trong hỗn hợp vật lý. Mẫu proliposome BBR có một số đỉnh nhiễu 

xạ tại vị trí trùng với đỉnh nhiễu đặc trưng của manitol. Trên phổ đồ nhiễu xạ của 

proliposome, không xuất hiện các đỉnh nhiễu xạ đặc trưng của BBR, và một số thành 

phần khác như NaDC, HSPC và DSPG. Kết quả này chứng tỏ BBR khi được bào chế 

thành proliposome đã chuyển từ dạng kết tinh sang dạng vô định hình.  

Phổ hồng ngoại FTIR: 

Phổ hồng ngoại được thể hiện ở hình 3.21 và phụ lục 3.10. BBR có các tín hiệu 

của dao động đặc trưng của nhóm aryl ether oxyd (ArC-O-CH3), dị vòng N 6 cạnh, 

nhóm ether vòng và nhóm ether vòng thơm (như đã trình bày ở mục 3.2.1.3). HSPC 

và DSPG đều có nhóm P=O tạo nên dao động 1235 cm-1 và nhóm P-O- gây ra dao 
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động tại số sóng 1096 cm-1 và 1066 cm-1. Nhóm chức ester (COO-) tạo nên dao động 

mạnh tại vị trí 1737 cm-1. Dao động của H ở liên kết C-H trong mạch carbon của 2 

lipid này tạo ra 2 tín hiệu mạnh ở 2918 cm-1 và 2847 cm-1. Dao động của H trong liên 

kết O-H của NaDC tạo ra tín hiệu với cường độ mạnh và phổ rộng có đỉnh tại 3430 

cm-1. Nhóm gốc acid (COO-) của NaDC tạo ra dao động rất mạnh tại 1557 cm-1 and 

1636 cm-1. Manitol có nhóm nhóm O-H enol tạo ra dao động mạnh và phổ rộng tại 

đỉnh 3400 cm-1 và nhóm chức (-CH2-OH) tạo ra 2 tín hiệu ở 1078 cm-1 và 1018 cm-1. 

Hỗn hợp vật lý có 1 phổ rất rộng với cường độ mạnh kéo dài từ 3400 cm-1 to 2847 

cm-1, là kết quả của sự chồng phổ của các các nhóm chức O-H của NaDC, O-H của 

manitol và C-H của mạch carbon của 2 lipid HSPC, DSPG. Phổ hồng ngoại của hỗn 

hợp vật lý còn thể hiện pic dao động mạnh của nhóm chức ester của 2 lipid tại số sóng 

1737 cm-1 và 1 tín hiệu mạnh của nhóm chức dị vòng ni-tơ 6 cạnh của BBR tại số 

sóng 1598 cm-1. Các dải hấp thụ còn lại của BBR trong hỗn hợp vật lý bị các dải thấp 

thụ của các nhóm chức của HSPC, DSPG, MNT và NaDC phủ lên, tạo ra một dải hấp 

thụ với cường độ mạnh và biên độ lớn với các đỉnh pic ở 1505 cm-1, 1272 cm-1, 1034 

cm-1. Điều này chứng tỏ sự có mặt của tất cả các thành phần trong hỗn hợp vật lý 

nhưng không có sự tương tác giữa các thành phần với nhau. 

Phổ hồng ngoại của proliposome BBR FF19-2.1 có các tín hiệu đặc trưng của 

BBR ở 1505 cm-1, mannitol ở 3400 cm-1, HSPC và DSPG ở 2918 cm-1, chứng tỏ có sự 

có mặt BBR, HSPC, DSPG trong proliposome BBR FF19-2.1. Một vài tín hiệu đặc 

trưng của BBR và các thành phần khác trong phổ hấp thụ hồng ngoại của proliposome 

bị biến mất (dao động ở số sóng 1598 cm-1, 1388 cm-1 và 1363 cm-1) hoặc xuất hiện 

với cường độ thấp. Điều này chứng tỏ BBR đã tương tác với các nhóm chức của các 

phần khác trong công thức làm giảm sự giao động của các nhóm chức đặc trưng. 
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Hình 3.21. Phổ hồng ngoại FTIR của BBR, HSPC, DSPG, NaDC (SDC), MNT, hỗn 

hợp vật lý (PM) và proliposome BBR FF19-2.1 

3.4.3.2. Hiệu suất quá trình, khối lượng riêng biểu kiến 

Hiệu suất quá trình bao tầng sôi và khối lượng riêng biểu kiến được đánh giá 

theo phương pháp mô tả ở mục 2.3.6.6 và 2.3.6.8. Kết quả được trình bày ở bảng 3.20.  

Bảng 3.20. Hiệu suất, khối lượng riêng biểu kiến của proliposome BBR bào chế 

trên máy Mini-Glatt (n=3, TB ± SD) 

Mẻ Hiệu suất quá trình (%) Khối lượng riêng biểu kiến (g/ml) 

1 80,7 0,453 ± 0,02 

2 86,2 0,458 ± 0,05 

3 83,9 0,465 ± 0,08 

Trung bình 83,6 ± 2,7 0,459 ± 0,01 
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3.4.3.3. Khả năng hydrat hóa 

Tiến hành đánh giá khả năng hydrat hóa của proliposome BBR trong 3 môi 

trường: dung dịch acid hydrocloric 0,1N (pH 1,2), đệm phosphat pH 4,5, đệm 

phosphat pH 6,8 như mô tả ở mục 2.3.6.9. Kết quả được thể hiện ở hình 3.22, hình 

3.23 và hình 3.24. 

  

  

A B 

C 
D 
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Hình 3.22. Hình ảnh hydrat hóa trong môi trường pH 1,2 màng film trên tiểu phân 

proliposome BBR chụp bằng kính hiển vi điện tử quét lase (CLSM): A. Ngay khi cho vào 

môi trường; B, C, D, E. sau vài giây; F. sau 2 phút; G. Sau 10 phút; H. Sau 30 phút 

 

Kết quả ở hình 3.22 cho thấy trong môi trường acid pH 1,2, lớp màng film 

ngay lập tức được thấm nhanh môi trường và trương phồng lên thành lớp bóng bao 

bọc tiểu phân (hình 3.22 B, C, D, E). Lớp này sau đó này bị thụ động hóa, bề mặt trở 

nên chắc chắn và trơ với môi trường, không tiếp tục quá trình hydrat hóa hoặc bị 

hydrat hóa rất chậm (hình 3.22 F, G, H). 

E F 

G H 
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Hình 3.23. Hình ảnh hydrat hóa màng film trên tiểu phân proliposome BBR trong 

môi trường pH 4,5 chụp bằng kính hiển vi điện tử quét lase (CLSM): A. ngay khi tiếp 

xúc môi trường hydrat hóa (vật kính 10x); B và C. sau khi bị hydrat hóa phồng lên 

những túi nhỏ (vật kính 4x); D. các túi nhỏ bị bong ra thành những túi nhỏ hơn (vật 

kính 4x) 

Trong môi trường đệm phosphat pH 4,5, lớp màng film được hydrat hóa 

nhanh, tạo trên bề mặt proliposome nhiều bóng xốp nhỏ đều đặn (hình 3.23 B, C). 

Sau đó, các bóng xốp này tiếp tục được hydrat hóa để tạo ra những bóng nhỏ hơn 

và bong ra khỏi bề mặt tiểu phân proliposome rồi phân tán ra môi trường (hình 3.23 

B, D). 

A B 

C D 
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Hình 3.24. Hình ảnh hydrat hóa màng film trên tiểu phân proliposome BBR trong 

môi trường pH 6,8 chụp bằng kính hiển vi điện tử quét lase (CLSM): A. Ngay khi tiếp 

xúc môi trường hydrat hóa; B và C Một tiểu phân bắt đầu hydrat hóa màng film để 

tạo thành những nhung mao xung quanh tiểu phân; D, E, F. Những nhung mao tiếp 

tục được hydrat hóa để tạo thành những túi nhỏ xung quanh tiểu phân tạo bề mặt xốp 

và bong ra khỏi tiểu phân và phân tán ra môi trường 

A B 

C D 

E F 
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Trong môi trường đệm phosphat pH 6,8, lớp màng film được hydrat hóa 

nhanh, tạo trên bề mặt proliposome các vi nhung mao. Sau đó, vi nhung mao này 

tiếp tục được hydrat hóa để tạo ra những túi nhỏ hơn và phân tán ra môi trường 

(hình 3.24 D, E, F). 

3.4.3.4. Khả năng giải phóng dược chất 

Tiến hành đánh giá khả năng giải phóng dược chất từ proliposome BBR FF19-

2.1 và proliposome BBR mẫu FF19-1.3 trong 3 môi trường khác nhau theo phương 

pháp đã trình bày ở mục 2.3.5.10. Kết quả được thể hiện ở hình 3.25.  

 

Hình 3.25. Phần trăm giải phóng qua màng thẩm tích của dược chất từ proliposome 

BBR mẫu FF19-1.3 và FF19-2.1 bào chế bằng phương pháp bao hạt trong 3 môi 

trường giải phóng ở 37 oC (n=3, TB ± SD). A. Trong môi trường dung dịch acid 

HCl 0,1N (pH = 1,2); B. Trong môi trường đệm phosphat pH4,5; C. Trong môi 

trường đệm phosphat pH 6,8 

Hình 3.25A biểu diễn tốc độ giải phóng BBR trong môi trường acid HCl 0,1N 

(pH 1,2). Có sự khác biệt về tốc độ giải phóng giữa hai mẫu FF19-1.3 và FF19-2.1. 

Trong vòng 4 giờ đầu, phần trăm giải phóng dược chất từ proliposome BBR mẫu 

FF19-2.1 đạt khoảng 25%, trong lúc mẫu FF19-1.3 đạt khoảng 40%. Trong khoảng 
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thời gian này, dung dịch BBR giải phóng đến 95% dược chất.  

Kết quả ở hình 3.25B và C cho thấy tốc độ giải phóng BBR trong môi trường 

đệm phosphat pH 4,5 và pH 6,8 của 2 mẫu FF19-1.3 và FF19-2.1 là tương tự nhau. 

Trong vòng 4 giờ đầu, ở trong môi trường đệm phosphat pH 4,5, phần trăm giải phóng 

dược chất từ proliposome BBR đạt 70,3%, từ dung dịch BBR đạt trên 95%. Trong 

lúc đó cũng trong vòng 4 giờ đầu, phần trăm giải phóng dược chất từ proliposome ở 

môi trường đệm phosphat pH 6,8 là 60,8%. Trong vòng 12 giờ, tổng lượng BBR giải 

phóng trong môi trường đệm phosphat pH 4,5 và pH 6,8 lần lượt là 87,6% và 81,5%. 

Trong 24 giờ, tỉ lệ giải phóng dược chất trong môi trường đệm phosphat pH 6,8 xấp xỉ 85%.  

3.4.4. Xây dựng công thức và quy trình bào chế proliposome berberin quy mô 

phòng thí nghiệm 

3.4.4.1. Bào chế proliposome berberin quy mô 25 g/mẻ 

Proliposome BBR bào chế theo công thức FF19-2.1 vừa có hàm lượng BBR 

cao, hiệu suất nạp lớn (87%), có khả năng kéo dài thời gian giải phóng dược chất in 

vitro trong các môi trường acid dịch vị pH 1,2, môi trường đệm phosphat pH 4,5, môi 

trường đệm phosphat pH 6,8 lần lượt là hơn 24 giờ, đến 12 giờ và đến 24 giờ. Ngoài 

ra, KTTP của liposome BBR tạo thành từ proliposome BBR nhỏ, phân bố KTTP hẹp. 

Vì vậy, công thức bào chế proliposome BBR mẫu FF19-2.1 được lựa chọn để thực 

hiện các nghiên cứu tiếp theo như trình bày ở bảng 3.21.  

Bảng 3.21. Công thức bào chế proliposome BBR qui mô 25 g/mẻ bằng phương pháp 

bao hạt trên thiết bị tầng sôi Mini-Glatt 

  Thành phần công thức Tỉ lệ mol Số mmol/mẻ Khối lượng cho 1 mẻ (g) 

Berberin 8 12 4,04 

α-tocopherol 2 3 1,29 

NaDC 2 3 1,24 

HSPC 3,6 5,4 4,25 

DSPG 5,4 8,1 6,31 

Manitol   8,6 

Dung môi (bay hơi trong quá trình bào chế) 

Methanol   225 ml 

Cloroform   90ml 

3.4.4.2. Quy trình bào chế proliposome berberin bằng phương pháp bao hạt 

Chuẩn bị dụng cụ, thiết bị trước pha chế: 

- Các dụng cụ pha chế, thiết bị máy móc được vệ sinh sạch sẽ, đảm bảo khô 
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và sạch trước khi sử dụng. 

Chuẩn bị nguyên liệu trước pha chế: 

- Sấy manitol ở nhiệt độ 70oC trong tủ sấy tĩnh trong thời gian 1 giờ. 

- Các nguyên liệu dùng pha chế được cân, đong theo đúng công thức, đủ số lượng.  

 

  

                       Manitol 

  

Sấy trong 

buồng tạo hạt 

 To khí vào: 45oC 

Tốc độ thổi khí: 10 m3/h 

Thời gian: 10 phút 

 
  

 

 
 

Dịch phun: (BBR, α-TP, 

NaDC, HSPC, 

DSPG)/(MeOH:CHCl3) tỉ 

lệ (2,5:1) ở 45 oC 

 

Phun dịch lên 

manitol 

 Áp suất phun: 0,7 bar 

Tốc độ phun: 1,5ml/phút 

To khí vào: 45oC 

Tốc độ thổi khí: 10 m3/h 

     

 

 

Sấy hạt 

 To khí vào: 45oC 

Tốc độ thổi khí: 10 m3/h 

Thời gian: 1 giờ 

     

  Thu sản phẩm   

 

Hình 3.26. Sơ đồ các bước bào chế proliposome BBR bằng máy bao tầng sôi Mini-Glatt 

Mô tả quy trình: 

- Cân các nguyên liệu BBR, α-TP, NaDC, HSPC, DSPG theo công thức rồi 

hòa tan bằng siêu âm hỗn hợp trên trong dụng cụ kín với hỗn hợp dung môi (MeOH: 

CHCl3) tỉ lệ (2,5:1), gia nhiệt lên 45 oC để tăng độ tan và tốc độ tan của nguyên liệu.  

- Cho manitol vào buồng tạo hạt của máy bao tầng sôi Mini-Glatt. Lắp thiết bị 

với súng phun ở vị trí phun từ trên xuống, đảm bảo hệ thống thiết bị được lắp kín 

nhằm tránh hao hụt nguyên liệu trong quá trình bào chế. 

- Cài đặt thông số quy trình: nhiệt độ khí vào: 45 oC; tốc độ thổi khí: 10 m3/h 

- Tiến hành thổi khí nóng với thông số như trên vào buồng tạo hạt để tiếp tục 
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sấy nóng manitol trong 10 phút. 

- Sau khoảng thời gian trên, tiến hành phun dung dịch gồm các thành phần tạo 

liposome hòa tan trong hỗn hợp dung môi lên manitol với tốc độ phun 1,5ml/phút, áp 

suất phun 0,7 bar. Nhiệt khí vào và tốc độ thổi gió duy trì như ban đầu. 

- Sau khi phun hết dịch phun, tiếp tục thổi khí nóng 10 m3/h với nhiệt khí vào 

trong khoảng 1 giờ để sấy khô proliposome BBR. Tiếp tục sấy trong tủ sấy chân 

không ở 40oC, áp suất -0,06 mPa trong 8 giờ để loại dung môi.  

- Quá trình sấy kết thúc, tắt thiết bị và tiến hành thu sản phẩm. Rây lại qua rây 

0,8 mm cân và ghi nhận khối lượng thu được. Kiểm tra hàm ẩm.  

- Vệ sinh thiết bị theo quy trình.     

3.4.5. Nghiên cứu nâng cấp quy mô bào chế proliposome berberin 200 g/mẻ 

Sau khi đã lựa chọn công thức proliposome BBR FF19-2.1 và quy trình bào 

chế quy mô 25 g/mẻ, tiến hành nâng cấp quy mô bào chế lên 200 g/mẻ trên thiết bị 

bao tầng sôi Diosna-Minilab. Công thức cho quy mô 200 g/mẻ như trình bày ở bảng 

3.22. 

Các thông số thay đổi từ thiết bị bao Mini-Glatt sang thiết bị bao Diosna-

Minilab được khảo sát về áp suất đầu súng phun, tốc độ phun dịch, tốc độ thổi khí, 

nhiệt khí vào. Sau khi khảo sát, các thông số trên được lựa chọn tối ưu cho quá trình 

bao và làm khô proliposome như trình bày ở bảng 3.23. 

Bảng 3.22. Công thức bào chế proliposome BBR quy mô 200 g/mẻ trên thiết bị 

Diosna-minilab 

  Thành phần công thức Tỉ lệ mol Số mmol/mẻ Khối lượng cho 1 mẻ (g) 

Berberin 8 96 32,29 

α-tocopherol 2 24 10,33 

NaDC 2 24 9,95 

HSPC 3,6 43,2 33,86 

DSPG 5,4 64,8 50,49 

Manitol   68,46 

Dung môi (bay hơi trong quá trình bao tầng sôi) 

Methanol    1800 ml 

Cloroform   720 ml 
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Bảng 3.23. Các thông số quy trình khi nâng cấp quy mô bào chế 

Thông số 
Quy mô 25 g/mẻ (thiết 

bị tầng sôi Mini-Glatt) 

Quy mô 200 g/mẻ (Thiết 

bị tầng sôi Diosna-

Minilab) 

Nhiệt gió vào (oC) 45 45 

Áp suất phun (bar) 0,7 1,2 

Tốc độ phun dịch 

(ml/phút) 

1,5 4,5 

Tốc độ thổi khí (m3/h) 10  

Tốc độ thổi khí (%)  45 
 

Sau khi lựa chọn các thông số quy trình bào chế proliposome BBR ở quy mô 

200 g/mẻ, tiến hành bào chế 3 mẻ proliposome BBR và đánh giá các đặc tính của 

proliposome BBR sau khi nâng cấp quy mô.  

3.4.5.1. Qui trình bào chế 

Chuẩn bị dụng cụ, thiết bị trước pha chế: 

- Các dụng cụ pha chế, thiết bị máy móc được vệ sinh sạch sẽ, đảm bảo khô 

và sạch trước khi sử dụng. 

Chuẩn bị nguyên liệu trước pha chế: 

- Sấy manitol ở 70 oC trong 1 giờ ở tủ sấy tĩnh. 

- Các nguyên liệu dùng pha chế được cân, đong theo đúng công thức, đủ số 

lượng.  

Mô tả quy trình: 

- Cân các nguyên liệu BBR, α-TP, NaDC, HSPC, DSPG theo công thức rồi hòa 

tan trong hỗn hợp trên trong hỗn hợp dung môi (MeOH: CHCl3) tỉ lệ (2,5:1).   

- Manitol sau khi được xử lý (sấy và rây chọn kích thước) và cân đúng khối 

lượng được cho vào buồng tạo hạt của máy bao tầng sôi Diosna. Lắp thiết bị với súng 

phun ở vị trí phun từ trên xuống, đảm bảo hệ thống thiết bị được lắp kín nhằm tránh 

hao hụt nguyên liệu trong quá trình bào chế. 

- Cài đặt thông số quy trình bao gồm: nhiệt độ khí vào 45 oC, tốc độ thổi khí 

45%, áp suất đầu súng phun1,2 bar, tốc độ phun dịch 4,5 ml/phút. 

- Tiến hành thổi khí nóng với thông số như trên vào buồng tạo hạt để tiếp tục 

sấy nóng manitol trong 15 phút. 
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- Sau khoảng thời gian trên, tiến hành phun dung dịch gồm các thành phần tạo 

liposome hòa tan trong hỗn hợp dung môi lên manitol với thông số qui trình đã cài 

đặt. Trong thời gian phun, vẫn duy trì thông số nhiệt khí vào và tốc độ thổi gió như 

ban đầu. 

- Sau khi phun hết dịch phun, tiếp tục thổi khí nóng với tốc độ 45%, nhiệt khí 

vào 45oC trong khoảng 1 giờ để sấy khô proliposome BBR.  

- Quá trình sấy kết thúc, tắt thiết bị và tiến hành thu sản phẩm. Rây lại qua rây 

1000 mm. Sấy trong tủ sấy tĩnh qua đêm ở nhiệt độ 40oC để đuổi hết dung môi tồn 

dư. Cân ghi nhận khối lượng thu được. Kiểm tra hàm ẩm. Proliposome BBR thu được 

đóng vào 1 lớp túi PE và 1 lớp túi nhôm hàn kín, bảo quản ở nhiệt độ phòng thí 

nghiệm cho các phân tích tiếp theo. 

- Vệ sinh thiết bị theo quy trình.      

3.4.5.2. Đánh giá một số đặc tính của proliposome berberin bào chế ở qui mô 200 

g/mẻ 

a. Hình thái và bề mặt của proliposome BBR bào chế ở quy mô 200 g/mẻ  

Hình thái bề mặt của proliposome BBR bào chế ở quy mô 200 g/mẻ được trình 

bày ở hình 3.27. 

 

Hình 3.27.  Hình ảnh proliposome BBR bào chế ở quy mô 200 g/mẻ quan sát dưới 

kính hiển vi điện tử quét SEM: độ phóng đại 100 lần; B. độ phóng đại 1000 lần; C. 

Độ phóng đại 3000 lần 

Hình 3.27 cho thấy, proliposome BBR tạo ra có kích thước và hình dạng đồng 

nhất. Bề mặt tiểu phân đã được tráng lớp film tạo bởi thành phần dịch phun đã bám 

và lan đều lên chất mang manitol.  

b. Hiệu suất quá trình, mất khối lượng do làm khô, hàm lượng và khối lượng riêng 

biểu kiến 

Hiệu suất quá trình, mất khối lượng do làm khô, khối lượng riêng biểu kiến được 
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đánh giá theo các phương pháp đã trình bày lần lượt ở mục 2.3.6.6, 2.3.6.4, 2.3.6.8. 

Định lượng hàm lượng BBR trong proliposome bằng phương pháp HPLC theo 

phương pháp đã trình bày ở mục 2.3.6.5. Kết quả được trình bày ở bảng 3.24.  

Bảng 3.24. Kết quả đánh giá hiệu suất quy trình, khối lượng riêng biểu kiến, mất 

khối lượng do làm khô, hàm lượng BBR của proliposome BBR (TB ± SD, n=3) 

Mẻ 
 Hiệu suất      

quá trình (%) 

Khối lượng 

riêng biểu kiến 

(g/ml) 

Mất khối lượng 

do làm khô (%) 

Hàm lượng 

BBR (%) 

1 80,3 0,464 ± 0,027 3,52 ± 0,14 14,88 ± 0,03 

2 82,3 0,459 ± 0,032 3,35 ± 0,33 14,93 ± 0,13 

3 83,7 0,467 ± 0,015 3,61 ± 0,27 14,07 ± 0,07 

Chỉ tiêu  

chấp nhận 
≥ 75,0 ≥ 0,350 ≤ 5,0 12,00 - 18,00 

c. Giải phóng dược chất 

Kết quả đánh giá giải phóng dược chất được trình bày ở bảng 3.25 và hình 3.28. 

Bảng 3.25. Phần trăm giải phóng qua màng thẩm tích của BBR từ proliposome 

BBR bào chế ở 2 qui mô trong các môi trường khác nhau 

Thời 

gian 

(giờ) 

% giải phóng trong 

môi trường pH 1,2 

% giải phóng trong 

môi trường pH 4,5 

% giải phóng trong môi 

trường pH 6,8 
Qui mô 25 

g/mẻ 

Qui mô 200 

g/mẻ 

Qui mô 25 

g/mẻ 

Qui mô 200 

g/mẻ 

Qui mô 25 

g/mẻ 

Qui mô 200 

g/mẻ 

0,25 6,48 ± 0,68 6,42 ±  0,41 17,33 ±  0,39 16,83 ±  0,63 14,47 ±  0,25 14,02 ±  1,21 

0,5 8,58 ±  0,37 8,09 ±  0,28 25,11 ±  0,73 24,21 ±  0,54 20,82 ±  1,02 21,04 ±  1,91 

1 12,66 ±  0,39 11,55 ±  0,16 36,49±  1,03 36,82 ±  0,57 30,69 ±  1,00 30,34 ±  1,70 

2 18,57 ±  0,41 17,16 ±  0,51 51,05 ±  1,35 50,23 ±  1,07 44,90 ±  0,85 45,50 ±  1,25 

3 22,15 ±  0,63 20,47 ±  0,34 59,65 ±  0,78 59,99 ±  2,00 52,39 ±  0,80 54,15 ±  2,66 

4 24,98 ±  0,85 23,39 ±  0,47 70,28 ± 1,85 69,60 ±  2,14 60,81 ±  1,92 61,32 ±  1,15 

6 30,22 ±  0,96 28,08 ±  0,63 78,16 ±  1,32 78,84 ±  2,51 69,62 ±  3,90 68,94 ±  1,39 

8 33,51 ±  1,32 34,50 ±  1,38 81,66 ±  1,20 82,72 ±  3,09 72,08 ±  3,82 72,79 ±  0,48 

10 37,36 ±  1,56 34,50 ±  1,38 85,98 ±  2,62 86,21 ±  1,34 77,93 ±  2,65 78,32 ±  1,37 

12 42,90 ±  1,50 40,24 ±  1,19 87,62 ±  2,30 88,13 ±  0,96 81,51 ±  1,18 82,90 ±  1,74 

24 50,90 ±  1,34 48,52 ±  0,93 96,29 ±  0,29 97,11 ±  1,83 83,68 ±  1,41 86,06 ±  2,35 
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Hình 3.28. Phần trăm giải phóng qua màng thẩm tích của BBR từ proliposome BBR 

bào chế ở 2 qui mô trong các môi trường khác nhau: A. môi trường dung dịch acid 

HCl 0,1N pH 1,2; B. môi trường đệm phosphat pH 4,5; C. môi trường đệm 

phosphat pH 6,8.   

Kết quả ở bảng 3.25 và hình 3.28 cho thấy tốc độ giải phóng BBR từ 

proliposome ở cả hai qui mô hầu như không có sự khác biệt trong cả 3 môi trường 

giải phóng. Trong môi trường acid, tốc độ giải phóng BBR từ proliposome chậm, chỉ 

dưới 20% trong 2 giờ đầu. Trong môi trường đệm phosphat pH 4,5 và đệm phosphat 

pH 6,8, tốc độ giải phóng trong 2 giờ đầu của proliposome bào chế ở cả hai quy mô 

lần lượt là ở mức 50% và 45%. Trong vòng 8 giờ, lượng BBR giải phóng trong môi 

trường acid HCl 0,1N pH 1,2, đệm phosphat pH 4,5, đệm phosphat pH 6,8 lần lượt ở 

mức 35%, 80% và 72%. Trong 24 giờ, lượng BBR giải phóng trong các môi trường 

trên lần lượt ở các mức 50%, 97% và 86%. 

d. KTTP, phân bố KTTP, hiệu suất liposome hóa, hình thái của liposome BBR tạo 

thành từ proliposome berberin 

KTTP, phân bố KTTP và hiệu suất liposome hóa của liposome tạo thành từ 

proliposome BBR bào chế ở quy mô 200 g/mẻ được đánh giá theo phương pháp ở 

mục 2.3.5.2 và 2.3.5.3. Hình thái của liposome BBR tạo thành được đánh giá theo 

phương pháp ở mục 2.3.6.3. Kết quả được trình bày ở bảng 3.26 và hình 3.29. 
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Bảng 3.26. Một số đặc tính của liposome BBR tạo thành (n=3, TB ± SD) 

Mẻ 
Liposome BBR tạo thành 

KTTP TB (d.nm) PDI EE (%) 

1 123,5 ± 10,8 0,259 ± 0,009 88,1 ± 1,5 

2 133,3 ± 7,2 0,278 ± 0,005 86,9 ± 0,8 

3 109,9 ± 5,5 0,312 ± 0,008 88,5 ± 0,5 

Chỉ tiêu chấp nhận ≤ 500 ≤ 0,5 ≥ 70,0 

 

 

Hình 3.29. Hình thái của liposome BBR tạo thành từ proliposome BBR qui mô 200 

g/mẻ quan sát dưới kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM) 

3.4.5.3. Đề xuất một số chỉ tiêu chất lượng 

Một số tiêu chuẩn chất lượng của proliposome BBR được đề xuất dựa trên 

những kết quả đánh giá đặc tính của proliposome BBR từ 3 mẻ bào chế được trình 

bày ở bảng 3.27.  

Bảng 3.27. Dự kiến tiêu chuẩn chất lượng của proliposome BBR dựa trên kết quả 3 

mẻ liên tiếp 

Chỉ tiêu Dự kiến tiêu chuẩn Phương pháp thử 

Hình thức Hạt màu vàng. Cảm quan 

Mất khối lượng do làm 

khô (%) 

≤ 5,0 Theo Dược điển Việt nam 

V, phụ lục 9.6 

Khối lượng riêng biểu 

kiến (g/ml) 

≥ 0,350  Theo Dược điển Việt nam 

V, phụ lục 9.13 
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Chỉ tiêu Dự kiến tiêu chuẩn Phương pháp thử 

Định tính Sắc ký đồ của mẫu thử 

phải có 1 pic có thời gian 

lưu trùng với thời gian lưu 

của pic BBR chuẩn 

Sắc ký lỏng hiệu năng cao 

Hàm lượng BBR trong 

proliposome (%) 
13,5 – 16,5 

Sắc ký lỏng hiệu năng cao 

Phần trăm dược chất giải 

phóng trong môi trường 

pH 6,8 

Trong 1 giờ đầu: < 40% 

Trong 4 giờ đầu: 50-65% 

Sau 10 giờ:          ≥ 70% 

Phép thử giải phóng dược 

chất qua màng thẩm tích 

Liposome BBR hoàn 

nguyên từ proliposome 

BBR: 

   + KTTP trung bình 

   + PDI 

   + Hiệu suất liposome 

hóa (%) 

 

 

 

≤ 500 (d.nm) 

≤ 0,5 

≥  70 

 

 

 

Tán xạ ánh sáng động 

 

Phương pháp siêu lọc kết 

hợp với ly tâm 

 

3.4.6. Nghiên cứu độ ổn định của proliposome berberin  

Độ ổn định của proliposome BBR bào chế ở quy mô 200 g/mẻ được nghiên 

cứu ở 2 điều kiện thực và LHCT như mô tả ở mục 2.3.6.11 

3.4.6.1. Độ ổn định về hình thái tiểu phân proliposome berberin  

Sau 6 tháng bảo quản ở điều kiện thực và 6 tháng bảo quản ở điều kiện LHCT, 

proliposome BBR được quan sát hình thái tiểu phân bằng sử dụng kính hiển vi điện 

tử quét SEM. Kết quả được trình bày ở hình 3.30 và hình 3.31. 

 

Hình 3.30. Hình thái của proliposome BBR bào chế qui mô 200 g/mẻ sau 6 tháng 

bảo quản điều kiện thực quan sát dưới kính hiển vi điện tử quét. A. độ phóng đại 

100 lần; B. độ phóng đại 1000 lần; C. độ phóng đại 3000 lần.  
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Hình 3.31. Hình thái của proliposome BBR FF19 bào chế qui mô 200 g/mẻ sau 6 

tháng bảo quản điều kiện lão hóa cấp tốc quan sát dưới kính hiển vi điện tử quét. A. 

độ phóng đại 100 lần; B. độ phóng đại 1000 lần; C. độ phóng đại 3000 lần.  

Kết quả cho thấy sau 6 tháng theo dõi ở điều kiện thực và điều kiện LHCT, 

proliposome BBR vẫn giữ hình thái như ban đầu, lớp film bao bọc xung quanh tiểu 

phân chất mang không bị bong hoặc nứt mặt.  

3.4.6.2. Mất khối lượng do làm khô 

Sau thời gian bảo quản 6 tháng ở điều kiện thực, 6 tháng ở điều kiện LHCT, 

mẫu được xác định mất khối lượng do làm khô. Kết quả được trình bảy ở bảng 3.28.  

Bảng 3.28. Kết quả xác định mất khối lượng do làm khô sau bảo quản 6 tháng ở 

điều kiện thường và điều kiện lão hóa cấp tốc (TB ± SD, n=3) 

Mẻ 
Mất khối lượng do làm khô (%) 

Điều kiện thực Điều kiện lão hóa cấp tốc 

1 3,71 ± 0,09 3,83 ± 0,11 

2 3,54 ± 0,06 3,51 ± 0,19 

3 3,63 ± 0,12 3,71 ± 0,07 

Kết quả cho thấy, phần trăm mất khối lượng do làm khô ở cả hai điều kiện đều 

nằm trong giới hạn cho phép. Điều này chứng tỏ điều kiện bảo quản đóng proliposome 

vào túi nhôm hàn kín hạn chế được hơi ẩm thấm vào bên trong chế phẩm.  

3.4.6.3. Độ ổn định về hàm lượng 

Kết quả theo dõi độ ổn định về hàm lượng của BBR trong proliposome BBR 

của 3 mẻ được trình bày ở bảng 3.29. Hàm lượng BBR ban đầu của mẻ 1, mẻ 2 và 

mẻ 3 lần lượt là 14,88%, 14,93% và 14,07%. Các sắc ký đồ được trình bày ở phụ lục 

3.11. Kết quả ở bảng 3.29 cho thấy, hàm lượng BBR trong proliposome sau 6 tháng 

theo dõi ở điều kiện thực và điều kiện LHCT so với ban đầu vẫn đạt yêu cầu.  
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Bảng 3.29. Phần trăm BBR trong proliposome BBR bảo quản ở điều kiện thực và 

lão hóa cấp tốc so với ban đầu (n=3, TB ± SD) 

Điều kiện 

Thời gian 

(tháng) 

% hàm lượng so với ban đầu 

Mẻ 1 Mẻ 2 Mẻ 3 

0 100 100 100 

Thực 

1 101,05 ± 0,72 99,12 ± 1,03 99,89 ± 0,57 

3 99,85 ± 1,20 100,37 ± 0,92 100,75 ± 0,43 

6 98,99 ± 0,45 100,64 ± 0,95 101,18 ± 0,27 

LHCT 

1 100,23 ± 1,04 101,06 ± 0,35 100,95 ± 0,71 

3 98,80 ± 0,69 98,68 ± 0,31 99,34 ± 0,85 

6 98,84 ± 0,55 99,73 ± 0,81 99,62 ± 0,91 

3.4.6.4. Độ ổn định về trạng thái lý hóa 

Đặc tính lý hóa của proliposome BBR được đánh giá bằng phương pháp nhiễu 

xạ tia X và phổ hồng ngoại FTIR như trình bày ở mục 2.3.6.2. Kết quả được thể hiện 

ở hình 3.32 và hình 3.33.   

 

Hình 3.32. Phổ nhiễu xạ tia X của proliposome BBR bào chế qui mô 200 g/mẻ ở 

thời điểm ban đầu và sau 6 tháng bảo quản ở ĐKT và LHCT 

Kết quả ở hình 3.32 cho thấy, các đỉnh nhiễu xạ đặc trưng của proliposome BBR 

không thay đổi so với ban đầu sau thời gian 6 tháng theo dõi ở 2 điều kiện trên.  
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Hình 3.33. Phổ hồng ngoại của proliposome BBR bào chế qui mô 200 g/mẻ ở thời 

điểm ban đầu và sau 6 tháng bảo quản ở ĐKT và LHCT 

Phổ hấp thụ hồng ngoại của proliposome BBR bào chế ở qui mô 200 g/mẻ ở 

hình 3.33 thể hiện các dao động của các thành phần trong proliposome BBR với các 

tín hiệu đặc trưng của BBR ở 1505 cm-1, manitol ở 3400 cm-1, HSPC và DSPG ở 

2918 cm-1. Khi tịnh tiến các phổ đồ về cùng một vị trí trên trục số sóng thì có sự 

chồng khít phổ tương đối tốt. Điều này chứng tỏ liên kết giữa các thành phần trong 

proliposome BBR hầu như không thay đổi sau thời gian theo dõi ở 2 điều kiện thực 

và LHCT.  

3.4.6.5. Độ ổn định về giải phóng dược chất 

Kết quả theo dõi độ ổn định về giải phóng dược chất từ proliposome BBR bào 

chế ở qui mô 200 g/mẻ trong 3 môi trường giải phóng gồm dung dịch acid HCl 0,1N 

(pH 1,2), dung dịch đệm phosphat pH 4,5 và môi trường đệm phosphat pH 6,8 được 

thể hiện ở phụ lục 3.12. Kết quả cho thấy, phần trăm giải phóng dược chất từ 

proliposome BBR trong cùng một môi trường giải phóng có sự dao động giữa các 

mẫu sau 6 tháng bảo quản ở hai điều kiện thực và LHCT. Tuy nhiên, phần trăm giải 

phóng dược chất vẫn nằm trong giới hạn chấp nhận được.  

3.4.6.6. Độ ổn định về kích thước tiểu phân và phân bố kích thước tiểu phân, hiệu 

suất liposome hóa của liposome tạo thành từ proliposome berberin 

Tiến hành đánh giá KTTP, phân bố KTTP và hiệu suất liposome hóa của 

liposome tạo thành từ proliposome BBR sau khi bảo quản điều kiện thực và điều kiện 

LHCT 6 tháng. Kết quả được trình bày ở bảng 3.30, bảng 3.31 và hình 3.34.  
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Bảng 3.30. Kích thước tiểu phân, phân bố KTTP và hiệu suất liposome hóa của 

liposome tạo thành từ proliposome bảo quản ở điều kiện thực sau 6 tháng 

Mẻ Chỉ tiêu 
Thời gian (tháng) 

0 1 3 6 

1 

KTTPTB (d.nm) 123,5 ± 10,8 106,5 ± 8,8 116,6 ± 6,3 135,9 ± 5,8 

PDI 0,259 ± 0,009 0,267 ± 0,002 0,279 ± 0,007 0,266 ± 0,006 

Hiệu suất 

liposome hóa (%) 
88,1 ± 1,5 86,7 ± 0,9 85,4 ± 3,1 86,9 ± 2,3 

2 

KTTPTB (d.nm) 133,3 ± 7,2 121,5 ± 6,7 127,6 ± 4,3 115,9 ± 2,5 

PDI 0,278 ± 0,005 0,254 ± 0,007 0,234 ± 0,009 0,246 ± 0,005 

Hiệu suất 

liposome hóa (%) 
86,9 ± 0,8 88,1 ± 1,3 87,5 ± 2,1 85,4 ± 1,5 

3 

KTTPTB (d.nm) 109,5 ± 5,5 117,6 ± 8,2 120,9 ± 4,3 115,4 ± 4,8 

PDI 0,312 ± 0,008 0,271 ± 0,005 0,237 ± 0,004 0,265 ± 0,006 

Hiệu suất 

liposome hóa (%) 
88,5 ± 0,5 86,8 ± 2,3 87,5 ± 1,2 86,9 ± 1,7 

 

Bảng 3.31. Kích thước tiểu phân, phân bố KTTP và hiệu suất liposome hóa của 

liposome tạo thành từ proliposome bảo quản ở điều kiện LHCT sau 6 tháng 

Mẻ Chỉ tiêu 
Thời gian (tháng) 

0 1 3 6 

1 

KTTPTB (d.nm) 123,5 ± 10,8 118,2 ± 7,2 130,1 ± 5,4 120,5 ± 6,2 

PDI 0,259 ± 0,009 0,277 ± 0,006 0,286 ± 0,003 0,295 ± 0,005 

Hiệu suất  

liposome hóa (%) 
88,1 ± 1,5 85,8 ± 0,7 86,5 ± 2,4 85,3 ± 1,8 

2 

KTTPTB (d.nm) 133,3 ± 7,2 122,5 ± 5,9 117,6 ± 4,1 120,7 ± 2,5 

PDI 0,278 ± 0,005 0,225 ± 0,007 0,297 ± 0,002 0,236 ± 0,008 

Hiệu suất liposome 

hóa (%) 
86,9 ± 0,8 87,4 ± 1,3 85,1 ± 0,8 84,9 ± 2,6 

3 

KTTPTB (d.nm) 109,5 ± 5,5 114,6 ± 9,4 113,1 ± 2,3 107,9 ± 6,4 

PDI 0,312 ± 0,008 0,276 ± 0,004 0,217 ± 0,007 0,245 ± 0,006 

Hiệu suất liposome 

hóa (%) 
88,5 ± 0,5 86,3± 1,2 85,6 ± 2,9 85,5 ± 1,4 
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A B 

Hình 3.34. Hình thái của liposome tạo thành từ proliposome BBR sau 6 tháng bảo 

quản ở điều kiện thực (A) và điều kiện LHCT (B) quan sát dưới kính hiển vi điện tử 

truyền qua (TEM), độ phóng đại 20.000 lần 

Kết quả ở bảng 3.30, bảng 3.31 và hình 3.34 cho thấy proliposome BBR sau 6 

tháng bảo quản ở điều kiện thực và lão hóa cấp tốc đều có khả năng tạo thành 

liposome có KTTP và phân bố KTTP có sự dao động, tuy nhiên mức thay đổi hầu 

như không đáng kể so với ban đầu. 

3.5. ĐÁNH GIÁ SINH KHẢ DỤNG IN VIVO CỦA LIPOSOME BERBERIN 

Tiến hành đánh giá SKD in vivo của hỗn dịch quy ước BBR và hỗn dịch 

liposome BBR tạo thành từ proliposome BBR trên hai nhóm chuột cống. Thời điểm 

lấy máu và xử lý mẫu máu như thiết kế thí nghiệm ở mục 2.3.7. Các mẫu huyết tương 

chuột được định lượng bằng phương pháp LC-MS/MS như mô tả ở mục 2.3.1.3. Kết 

quả nồng độ BBR trong huyết tương chuột cống sau khi uống hỗn dịch quy ước và 

sau khi uống hỗn dịch liposome BBR được trình bày lần lượt ở bảng 3.32 và bảng 

3.33. 
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Bảng 3.32. Nồng độ BBR trong huyết tương chuột cống sau khi uống hỗn dịch quy 

ước BBR (n=7) 

Thời 

gian 

(phút) 

Nồng độ BBR trong huyết tương (ng/ml) 
TB ± SD 

(ng/ml) ĐV 1 ĐV 2 ĐV 3 ĐV 4 ĐV 5 ĐV 6 ĐV 7 

5 1,265 3,647 2,158 2,320 6,687 5,158 6,317 3,936 ± 2,150 

15 4,245  192,9542 27,060 37,201 53,819 26,432 30,487 29,874 ± 16,150 

30 6,044 13,828 9,519 57,633 25,225 55,182 40,770 29,743 ± 21,568 

60 7,909 15,083 20,255 10,263 14,697 25,302 17,585 15,870± 5,887 

90 10,594 17,254 13,630 7,579 8,393 20,788 12,207 12,921± 4,763 

120 10,901 14,482 17,181 9,001 5,663 7,014 6,891 10,162± 4,295 

180 8,014 12,726 10,914 5,405 6,916 7,507 7,915 8,485± 2,495 

240 12,855 9,397 15,567 7,069 6,776 15,103 8,386 10,736± 3,727 

360 3,866 3,722 4,233 6,133 5,042 8,205 5,288 5,213± 1,572 

480 3,956 2,707 3,969 2,530 2,864 8,729 3,812 4,081± 2,140 

600 3,009 2,047 1,968 1,904 2,765 5,331 2,900 2,846± 1,190 

720 2,607 1,668 2,890 1,694 8,385 4,321 1,538 3,300± 2,446 

1440 0,948 0,566 4,118 2,736 4,862 2,796  0,0381 2,671± 1,692 

2160 0,580 0,213 2,250  0,0931 0,213  0,1981  0,1011 0,814± 0,973 

Chú thích: ( 1 ): nồng độ dưới LLOQ được tính từ phép ngoại suy; ( 2 ): nồng độ cao bất thường  

  Với nhóm chuột uống hỗn dịch quy ước BBR, kết quả ở bảng 3.32 cho thấy tại 

các thời điểm khảo sát, nồng độ BBR trong huyết tương chuột dao động từ 0,5 đến 

57 ng/ml. Nồng độ này có giá trị trung bình thấp nhất là 0,814 ng/ml tại thời điểm 

2160 phút và cao nhất là 29,874 ng/ml tại thời điểm 15 phút. Một số thời điểm, nồng 

độ BBR ở một số động vật thấp hơn giới hạn định lượng dưới (0,2 ng/ml). Ngoài ra, 

tại thời điểm 15 phút, nồng độ BBR trong huyết tương trong 1 động vật cao hơn bất 

thường so với động vật cùng nhóm và cùng thời điểm (vượt quá giá trị TB ± 3SD). 

Điểm này bị loại bỏ khi xử lý thống kê và tính toán các thông số dược động học trên 

nhóm chuột uống hỗn dịch quy ước BBR.  
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Bảng 3.33. Nồng độ BBR trong huyết tương chuột cống sau khi uống liposome BBR 

(n=7) 

Thời 

gian 

(phút) 

Nồng độ BBR trong huyết tương chuột (ng/ml) 
TB ± SD 

(ng/ml) ĐV 8 ĐV 9 
ĐV 

10 

ĐV 

11 

ĐV 

12 
ĐV 13 ĐV 14 

5 5,100 20,341 9,040 9,279 12,243 8,873 9,009 10,555± 4,787 

15 46,458 29,688 72,624 42,905 84,924 34,445 34,029 49,296± 21,215 

30 55,299 9,527 55,342 42,676 74,960 43,458 50,666 47,418± 19,868 

60 53,400 70,433 54,240 40,478 89,445 38,082 67,697 59,111± 18,110  

90 58,739 74,272 23,219 54,252 100,612 43,384 72,971 61,064± 24,755 

120 82,404 62,569 34,374 22,288 84,881 66,002 74,654 61,025± 23,978 

180 88,558 78,177 23,053 33,379 94,546 63,193 95,743 68,093± 29,559 

240 74,028 101,984 38,139 24,886 68,656 56,779 82,326 63,828± 26,304 

360 77,624 52,263 73,664 40,458 42,853 49,325 41,766 53,993± 15,422 

480 76,508 42,955 36,608 40,341 51,750 41,540 32,720 46,060± 14,660 

600 268,3092 49,948 18,171 19,859 25,984 23,787 125,5072 27,550± 12,897 

720 60,117 23,627 12,586 15,313 19,831 29,975 21,864 26,188± 15,992 

1440 12,141 4,742 2,818 2,751 17,778 7,704 5,217 7,593± 5,545 

2160 1,196 5,361 0,292 0,976 3,381 1,680 0,961 1,978± 1,779 

Chú thích: ( 2 ): nồng độ cao bất thường 

Với nhóm chuột uống liposome BBR, kết quả định lượng nồng độ BBR trong 

huyết tương chuột từ thời điểm sau khi uống 5 phút đến sau khi uống 2160 phút trình 

bày ở bảng 3.33 cho thấy giá trị trung bình của nồng độ này thấp nhất là 1,978 ng/ml 

(tại thời điểm 2160 phút) và cao nhất là 68 ng/ml (tại thời điểm 180 phút). Hầu hết 

tại các điểm khảo sát đều cho thấy nồng độ BBR trong huyết tương cao hơn so với 

nhóm chuột uống hỗn dịch quy ước BBR. Cá biệt tại 1 thời điểm 30 phút của 1 động 

vật có nồng độ BBR trong huyết tương (9,527 ng/ml) thấp hơn so với nồng độ thời 

điểm này của một số chuột ở nhóm uống hỗn dịch quy ước. Tại thời điểm 600 phút, 

nồng độ BBR huyết tương của 2 động vật có giá trị cao bất thường (ngoài khoảng giá 

trị TB ± 3SD) nên cũng được loại bỏ khi phân tích thống kê và tính toán các thông số 

dược động học.      
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Sự khác nhau về nồng độ BBR trong huyết tương chuột giữa nhóm uống hỗn 

dịch quy ước BBR và nhóm uống liposome BBR được minh họa dưới dạng đồ thị 

biểu diễn mối quan hệ giữa nồng độ BBR trung bình trong huyết tương của 2 nhóm 

theo thời gian ở hình 3.35. Các đồ thị biểu diễn nồng độ BBR của từng chuột riêng 

biệt trong mỗi nhóm được trình bày ở phụ lục 4.1.   

 

Hình 3.35. Đường biểu diễn nồng độ trung bình BBR trong huyết tương chuột cống 

theo thời gian của nhóm uống hỗn dịch quy ước BBR và nhóm uống liposome BBR 

sau khi uống liều đơn tương đương với liều BBR 100 mg/kg cân nặng (n=7) 

  

Một số thông số dược động học ở giai đoạn hấp thu thuốc qua đường uống trên 

nhóm chuột uống hỗn dịch BBR quy ước và nhóm chuột uống liposome BBR với liều 

tương ứng với BBR 100 mg/kg cân nặng được tính toán theo mô hình không ngăn. 

Số liệu được trình bày ở bảng 3.34.  
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Bảng 3.34. Một số thông số dược động học của BBR trên chuột uống hỗn dịch quy 

ước BBR và liposome BBR với liều tương ứng 100 mg/kg cân nặng chuột (n=7) 

Thông số 
Đơn vị 

tính 

Nhóm uống hỗn dịch 

quy ước BBR 

Nhóm uống liposome 

BBR 

Cmax ng/mL 37,80 ± 18,80 83,00 ± 18,60 a 

Tmax h 1,07 ± 1,36 3,00 ± 1,61 b 

AUC0-36 ng.h/mL 135,40  ± 45,00 852,10 ± 289,50 a 

AUC0-∞ ng.h/mL 164,70 ± 67,40 872,00 ± 295,50 a 

MRT0-36 h 8,30 ± 3,30 8,73 ± 1,04 

MRT0-∞ h 14,42 ± 8,53 9,53 ± 1,51 

Ghi chú: (a): p < 0,001 khi so với nhóm uống hỗn dịch quy ước BBR; (b): p < 0,05 khi so với nhóm uống hỗn 

dịch quy ước BBR. 

  Kết quả ở bảng 3.34 cho thấy, ở nhóm chuột uống liposome BBR có sự gia 

tăng đáng kể các giá trị Cmax, Tmax, AUC0-36, AUC0-∞ so với nhóm chuột uống hỗn dịch 

quy ước BBR một cách có ý nghĩa thống kê với mức ý nghĩa lần lượt là p < 0,001, p 

< 0,05, p < 0,001, p < 0,001.  

Để so sánh SKD giữa hỗn dịch quy ước BBR và liposome BBR, hai phép thống 

kê t-test một phía với 90% khoảng tin cậy được sử dụng để so sánh các giá trị Cmax, 

Tmax, AUC, MRT. Kết quả được trình bày ở bảng 3.35. Ngoài ra các giá trị Tmax giữa 

2 nhóm được so sánh bằng sử dụng phép non parametric Wilcoxon rank sum test. Kết 

quả được trình bày ở phụ lục 4.2. 

Bảng 3.35. Kết quả so sánh trung bình SKD giữa hỗn dịch quy ước BBR với hỗn dịch 

liposome BBR ở chuột cống sau khi uống 1 liều đơn BBR 100 mg/kg cân nặng (n=7).  

Thông số Tỉ lệ  (%) CI Lower 90 (%) CI Upper 90 (%) 

AUC0-36  628,3 456,5 864,8 

AUC0-∞ 552,8 384,7 794,4 

Cmax 246,2 158,6 382,1 

MRT0-36 112,8 83,0 153,2 

MRT0-∞ 78,6 52,0 118,7 

Ghi chú: Số liệu được biểu diễn bằng tỉ số liposome BBR/BBR quy ước chuyển dạng logarit. 
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Kết quả ở bảng 3.35 cho thấy sự khác nhau về sinh khả dụng giữa nhóm chuột 

uống hỗn dịch quy ước BBR với nhóm uống hỗn dịch liposome BBR. Tỉ số các giá 

trị AUC0-36, AUC0-∞, and Cmax giữa nhóm uống liposome BBR/nhóm uống hỗn dịch 

quy ước BBR lần lượt là 628,3%, 552,8% và 246,2% với khoảng tin cậy 90% (dưới 

và trên) lần lượt là 456,5 - 864,8%, 384,7 - 794,4%, 158,6 - 382,1%. Kết quả này cho 

thấy sinh khả dụng của nhóm uống hỗn dịch liposome BBR cao hơn nhóm uống hỗn 

dịch quy ước BBR.  

Ngoài ra, kết quả của phép kiểm tra tổng xếp hạng phi tham số non parametric 

Wilcoxon run sum test (phụ lục 4.2) chứng minh rằng các giá trị Tmax của nhóm uống 

liposome BBR cao hơn các giá trị này ở nhóm uống hỗn dịch quy ước BBR một cách 

có ý nghĩa thống kê với p < 0,05 (p=0,0199). Tuy nhiên, sự khác nhau về thời gian 

lưu trú trung bình (MRT) trong huyết tương của BBR từ thời điểm 0 đến 36 giờ và 

và từ 0 đến vô cực giữa 2 nhóm không có ý nghĩa thống kê.  

3.6. ĐÁNH GIÁ TÁC DỤNG HẠ LIPID MÁU NỘI SINH CỦA LIPOSOME 

BERBERIN   

Tiến hành đánh giá tác dụng hạ lipid máu nội sinh trên chuột nhắt theo phương 

pháp ở mục 2.3.8. Các thông số đánh giá gồm nồng độ cholesterol toàn phần (TC), 

cholesterol tỉ trọng thấp (LDL-C), cholesterol tỉ trọng cao (HDL-C) và triglycerid (TG).  

3.6.1. So sánh ảnh hưởng trên nồng độ cholesterol toàn phần huyết thanh của 

liposome BBR và hỗn dịch quy ước BBR trên chuột được gây tăng lipid máu nội sinh. 

Kết quả ảnh hưởng trên nồng độ TC của liposome BBR và hỗn dịch quy ước 

BBR ở chuột được gây tăng lipid máu nội sinh bằng P-407 được trình bày ở bảng 3.36.   

Kết quả ở bảng 3.36 cho thấy nồng độ TC trung bình trong máu ở nhóm chứng 

bệnh (chuột được gây tăng lipid máu nội sinh bằng P-407 và không được điều trị) 

tăng so với nhóm chứng sinh lý một cách có ý nghĩa thống kê với tỉ lệ tăng 103,3% 

(p < 0,001). Điều này chứng tỏ P-407 với liều 200 mg/kg cân nặng đã làm tăng nồng 

độ TC trên chuột thực nghiệm. Ở nhóm chuột được điều trị bằng atorvastatin liều 20 

mg/kg cân nặng (nhóm chứng dương), nồng độ TC giảm một cách có ý nghĩa thống 

kê so với nhóm chứng bệnh với tỉ lệ giảm 20,24% (p < 0,05). 
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Bảng 3.36. Nồng độ TC trong huyết thanh ở các nhóm chuột nhắt trắng được gây 

tăng lipid máu nội sinh sau 10 ngày điều trị (TB ± SD, n= 8-9) 

Lô 
Liều dùng 

(mg/kg) TC (mmol/L) 
% giảm so với 

chứng bệnh  

Chứng sinh lý 
 

3,62 ± 0,87  

Chứng bệnh 
 

7,36 ± 1,10 #  

Chứng dương 

(atorvastatin) 
20 5,87 ± 1,34* 20,24 

Đối chiếu  

(hỗn dịch quy ước BBR) 
100 6,17 ± 1,62 16,17 

Thử 1 

(liposome berberin) 
50 6,26 ± 1,63 15,08 

Thử 2 

(liposome berberin) 
100 6,20 ± 0,90* 15,76 

Ghi chú:ký hiệu (*): p < 0,05 khi so sánh với lô chứng bệnh; ký hiệu (#): p < 0,001 khi so sánh với 

lô chứng sinh lý 

Ở nhóm chuột được điều trị bằng atorvastatin liều 20 mg/kg cân nặng (nhóm 

chứng dương), nồng độ TC giảm một cách có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng 

bệnh với tỉ lệ giảm 20,24% (p < 0,05). Ở nhóm chuột được điều trị bằng hỗn dịch quy 

ước BBR với liều 100 mg/kg cân nặng, nồng độ TC trung bình trong máu có xu hướng 

giảm 16,17% so với nhóm chứng. Tuy nhiên, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

(p > 0,05). Ở nhóm chuột được điều trị bằng hỗn dịch liposome BBR tương ứng với 

liều BBR 50 mg/kg cân nặng, nồng độ TC trung bình có xu hướng giảm 15,08% so 

với nhóm chứng. Tuy nhiên, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p> 0,05). Ở 

nhóm chuột được điều trị bằng hỗn dịch liposome BBR tương ứng với liều BBR 100 

mg/kg cân nặng, nồng độ TC giảm một cách có ý nghĩa thống kê với tỉ lệ giảm 15,76% 

so với nhóm chứng (p < 0,05).  

Như vậy, liposome BBR tương ứng với liều BBR 100 mg/kg cân nặng chuột có 

tác dụng làm giảm nồng độ TC trong máu chuột nhắt trắng bị gây tăng lipid máu nội 

sinh bằng P-407. Trong lúc đó, hỗn dịch BBR quy ước cũng với mức liều BBR 100 

mg/kg không có tác dụng giảm chỉ số này.    
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3.6.2. So sánh ảnh hưởng của liposome berberin và hỗn dịch quy ước berberin 

trên nồng độ cholesterol tỉ trọng thấp ở chuột được gây tăng lipid máu nội sinh 

Kết quả ảnh hưởng của liposome BBR và hỗn dịch quy ước BBR trên nồng độ 

LDL-C huyết thanh ở chuột được gây tăng lipid máu nội sinh bằng P-407 được trình 

bày ở bảng 3.37. 

Bảng 3.37. Nồng độ LDL-C huyết thanh ở các nhóm chuột nhắt trắng được gây 

tăng lipid máu nội sinh sau 10 ngày điều trị (TB ± SD, n= 8-9) 

Lô 
Liều dùng 

(mg/kg) 
LDL-C 

(mmol/L) 

% giảm so với 

chứng bệnh  

Chứng sinh lý 
 

0,17 ± 0,14  

Chứng bệnh 
 

3,77 ± 0,85# 
 

Chứng dương 

(atorvastatin) 
20 2,46 ± 1,45* 34,75 

Đối chiếu  

(hỗn dịch quy ước BBR) 
100 2,62 ± 1,59 30,50 

Thử 1 

(liposome berberin) 
50 1,73 ± 1,38** 54,11 

Thử 2 

(liposome berberin) 
100 1,62 ± 1,47** 57,03 

Ghi chú: (*): p < 0,05 khi so sánh với lô chứng bệnh; (**): p < 0,01 khi so sánh với lô chứng 

bệnh; (#): p < 0,001 khi so sánh với lô chứng sinh lý. 

Kết quả ở bảng 3.37 cho thấy, ở nhóm chứng bệnh có nồng độ LDL-C trung 

bình tăng một cách có ý nghĩa thống kê với tỉ lệ tăng so với nhóm sinh lý là 2117,6% 

(p < 0,001). Điều này chứng tỏ P-407 với liều 200 mg/kg đã làm tăng nồng độ LDL-

C trên chuột thực nghiệm. Ở nhóm chuột được điều trị bằng cho uống atorvastatin 

20mg/kg (nhóm chứng dương), nồng độ LDL-C trung bình trong huyết thanh giảm 

34,75% so với nhóm chứng bệnh (p < 0,05). Nồng độ này ở nhóm chuột được điều 

trị bằng cho uống hỗn dịch BBR quy ước với liều 100 mg/kg có xu hướng giảm 

30,50% so với nhóm chứng bệnh. Tuy nhiên, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

(p > 0,05). Ở nhóm chuột được điều trị bằng cho uống hỗn dịch liposome BBR tương 

ứng với liều BBR 50 mg/kg, nồng độ trung bình LDL-C trong huyết thanh giảm một 
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cách có ý nghĩa thống kê với tỉ lệ giảm 54,11% so với nhóm chứng bệnh (p < 0,01). 

Tương tự như vậy, nồng độ này ở nhóm chuột được điều trị bằng cho uống hỗn dịch 

liposome BBR tương ứng với liều BBR 100 mg/kg giảm với tỉ lệ 57,03% so với nhóm 

chứng bệnh (p < 0,01).  

Như vậy, hỗn dịch BBR quy ước với liều 100 mg/kg không có tác dụng làm hạ 

LDL-C huyết thanh. Trong lúc đó, hỗn dịch liposome BBR với cả 2 liều 50 mg/kg và 

100 mg/kg đều có tác dụng làm giảm LDL-C huyết thanh trong mô hình nghiên cứu. 

Tác dụng làm giảm LDL-C giữa 2 liều liposome BBR không có sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê (p >0,05).   

3.6.3. So sánh ảnh hưởng của liposome berberin và hỗn dịch quy ước berberin 

trên nồng độ cholesterol tỉ trọng cao ở chuột được gây tăng lipid máu nội sinh 

Kết quả ảnh hưởng trên nồng độ HDL-C của liposome BBR và hỗn dịch BBR 

ở chuột được gây tăng lipid máu nội sinh bằng P-407 được trình bày ở bảng 3.38. 

Bảng 3.38. Nồng độ HDL-C huyết thanh ở các nhóm chuột nhắt được gây tăng lipid 

máu nội sinh sau 10 ngày điều trị (TB ± SD, n= 8-9) 

Lô 
Liều dùng 

(mg/kg) HDL-C (mmol/L) 

Chứng sinh lý  2,66 ± 0,47 

Chứng bệnh 
 

2,66 ± 0,37 

Chứng dương 

(atorvastatin) 
20 2,44 ± 0,37 

Đối chiếu  

(hỗn dịch quy ước BBR) 
100 2,47 ± 0,29 

Thử 1 

(liposome berberin) 
50 2,71 ± 0,59 

Thử 2 

(liposome berberin) 
100 2,86 ± 0,43 

 

Kết quả ở bảng 3.38 cho thấy chuột nhắt trắng sau khi gây tăng lipid máu bằng 

P-407 có nồng độ HDL-C không khác biệt so với lô chứng sinh lý (p > 0,05). Điều 

này chứng tỏ răng P-407 không làm tăng hay giảm nồng độ HDL-C trong huyết thanh 

chuột một cách có ý nghĩa thống kê. Ở các nhóm chuột được điều trị bằng atorvastatin 

20 mg/kg hoặc hỗn dịch BBR quy ước hoặc liposome BBR với các liều tương ứng 

với BBR 50mg/kg và 100 mg/kg, nồng độ HDL-C không có sự khác biệt so với nhóm 

chứng bệnh với tất cả các giá trị p đều lớn hơn 0,05. 
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3.6.4. So sánh ảnh hưởng của liposome berberin và hỗn dịch quy ước berberin 

trên nồng độ triglycerid ở chuột được gây tăng lipid máu nội sinh 

Kết quả ảnh hưởng trên nồng độ TG của liposome BBR và hỗn dịch quy ước BBR 

ở chuột được gây tăng lipid máu nội sinh bằng P-407 được trình bày ở bảng 3.39. 

Bảng 3.39. Nồng độ TG huyết thanh ở các nhóm chuột nhắt được gây tăng lipid 

máu nội sinh sau 10 ngày điều trị (TB ± SD, n= 8-9) 

Lô 
Liều dùng 

(mg/kg) 
TG (mmol/L) 

% giảm so với 

chứng bệnh  

Chứng sinh lý 
 

1,74 ± 0,93  

Chứng bệnh 
 

11,90 ± 2,84#  

Chứng dương 

(atorvastatin) 
20 10,34 ± 4,98 13,11 

Đối chiếu  

(hỗn dịch quy ước BBR) 
100 10,53 ± 5,64 11,51 

Thử 1 

(liposome berberin) 
50 7,42 ± 3,47* 37,65 

Thử 2 

(liposome berberin) 
100 7,36 ± 3,78* 38,15 

Ghi chú: (*): p < 0,05 khi so sánh với lô chứng bệnh; (**): p < 0,01 khi so sánh với lô chứng 

bệnh; (#): p < 0,001 khi so sánh với lô chứng sinh lý. 

Kết quả ở bảng 3.39 cho thấy, P-407 với liều 200 mg/kg đã làm tăng nồng độ 

TG trung bình trong huyết thanh chuột nhắt trắng một cách rõ rệt với tỉ lệ tăng 

583,91% so với nhóm sinh lý (p < 0,001). Ở nhóm chuột được điều trị bằng 

atorvastatin liều 20 mg/kg, nồng độ TG trung bình có xu hướng giảm với tỉ lệ giảm 

13,11% so với nhóm chứng bệnh, tuy nhiên sự khác biệt này không có ý nghĩa thống 

kê (p > 0,05). Tương tự, nhóm chuột được điều trị bằng hỗn dịch BBR quy ước cũng 

có xu hướng làm giảm TG trong huyết thanh 11,5% so với nhóm chứng bệnh, nhưng 

mức giảm này chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Ở nhóm chuột được điều trị bằng 
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hỗn dịch liposome BBR với cả 2 mức liều tương ứng với BBR 50 mg/kg và 100 

mg/kg, nồng độ TG trung bình trong huyết thanh giảm một cách có ý nghĩa thống kê 

với tỉ lệ giảm lần lượt là 37,6% và 38,2% so với nhóm chứng bệnh với các giá trị p < 

0,05.  

Như vậy, hỗn dịch BBR quy ước ở liều 100 mg/kg không có tác dụng làm giảm 

nồng độ TG trong huyết thanh trên chuột nhắt trắng được làm tăng TG nội sinh bằng 

P-407 ở mức liều 200 mg/kg. Nhưng hỗn dịch liposome BBR lại có tác dụng làm 

giảm nồng độ TG trong huyết thanh ở cả hai mức liều tương ứng với BBR 50mg/kg 

và 100 mg/kg. Tác dụng làm giảm TG giữa 2 liều liposome BBR không có sự khác 

biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
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Chương 4. BÀN LUẬN 

 

4.1. VỀ NGHIÊN CỨU TIỀN CÔNG THỨC 

Nghiên cứu các tính chất lý hóa của dược chất là một bước quan trọng trước khi 

xây dựng công thức bào chế. Trong nghiên cứu của luận án, BBR được quan sát các 

đặc điểm về hình thái, kích thước bằng chụp SEM, xác định trạng thái của dược chất 

tồn tại ở dạng kết tinh bằng đo phổ nhiễu xạ tia X. Ở trạng thái kết tinh, BBR có các 

đỉnh nhiễu xạ đặc trưng ở các vị trí 9,1o, 9,7o, 13,4o, 16,7o và 25,8o 2 theta. Kết quả 

này tương tự với nghiên cứu trước đây của Sahibzada, tác giả đã công bố BBR tồn 

tại ở dạng kết tinh và có các đỉnh nhiễu xạ ở các vị trí 8,6o, 9,1o, 12,9o, 16,2o, 20,9o  

và 25,4o 2 theta [123].  

Phổ hồng ngoại của BBR thể hiện các dao động đặc trưng của dị vòng ni-tơ 6 

cạnh (các tín hiệu mạnh, sắc nhọn ở số sóng 1598, 1505, 1388, và 1363 cm-1), nhóm 

ether oxyd (2 tín hiệu ở 975 và 897 cm-1), nhóm oxyd thơm (2 tín hiệu bất đối xứng 

với cường độ mạnh ở số sóng 1271 cm-1 và 1232 cm-1 và 2 tín hiệu đối xứng với 

cường độ trung bình ở số sóng 1065 và 1034 cm-1) phù hợp với công bố của Pretsch 

Ernö [118]. Trong công bố của Pretch, khung dị vòng ni-tơ 6 cạnh có khoảng số sóng 

dao động 1610-1361 cm-1, nhóm chức oxyd thơm (ArC-O-CH3) có các khoảng số 

sóng dao động 1275 – 1200 cm-1 và khoảng số sóng 1075-1020 cm-1, vòng cyclic 

ether có dao động tại số sóng khoảng 950cm-1 và khung cyclic ether thơm dao động 

ở số sóng khoảng 925 cm-1. Kết quả của luận án cũng phù hợp với kết quả nghiên cứu 

của Sahibzada [123], tác giả đã báo cáo dao động của liên kết C=C vòng thơm tạo ra 

các dao động ở số sóng 1504,48 cm-1 và 1597,06 cm-1, dao động của khung C-C ở 

bước sóng 700-1300 cm-1. 

BBR có tính chất phát huỳnh quang tự nhiên với cường độ phát quang trong 

môi trường ethanol mạnh hơn môi trường nước. Dải bước sóng phát quang của dung 

dịch BBR 0,2 mg/ml trong nước khi kích thích ở bước sóng λmax= 343 nm nằm trong 

khoảng 460 nm – 670 nm. Kết quả này cũng lặp lại khi kích thích dung dịch BBR 0,2 

mg/ml trong ethanol ở bước sóng ở λmax= 350 nm. Kết quả của luận án cũng phù hợp 
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với kết quả nghiên cứu của Domingo và cộng sự [47], tác giả đã công bố khi kích 

dung dịch BBR trong nước nồng độ 8 mg/100ml ở λmax= 350 nm thì phổ phát quang 

nằm trong khoảng 470 nm – 670 nm. Tuy nhiên, trong nghiên cứu của đề tài, qua 

khảo sát đỉnh hấp thụ cực đại của BBR trong dung môi khác nhau cho kết quả khác 

nhau (do ảnh hưởng của dung môi gây nên sự dịch chuyển bước sóng hấp thục cực 

đại) nên bước sóng kích khác nhau được lựa chọn khi đo phổ phát huỳnh quang theo 

nguyên tắc ở bước sóng hấp thụ cực đại sẽ cho cường độ phát huỳnh quang mạnh nhất. 

Kết quả về sự thay đổi hàm lượng BBR dưới 2% sau 1 tháng theo dõi trong điều 

kiện lão hóa cấp tốc khi phối hợp với các tá dược khác cho thấy rằng BBR khá ổn 

định trong điều kiện bảo quản nhiệt độ 40 oC và không có sự tương tác nào đáng lưu 

ý với các tá dược trong danh mục nghiên cứu. Kết quả này cũng phù hợp với kết quả 

nghiên cứu của Battu và cộng sự khi nhóm nghiên cứu báo cáo rằng BBR trong các 

môi trường đệm khác nhau sau bảo quản 6 tháng ở 2 điều kiện nhiệt độ 25 oC và 40 

oC có phần trăm độ ổn định hơn 95% [24].         

4.2. VỀ BÀO CHẾ VÀ ĐÁNH GIÁ LIPOSOME BERBERIN  

4.2.1. Yếu tố công thức  

Khi thiết kế công thức bào chế, 2 lipid HSPC và DSPG được sử dụng bởi đây 

là hai trong số những phospholipid thường sử dụng để bào chế liposome và có nhiệt 

độ chuyển pha cao ở 54,5 oC với DSPG và 55 oC đối với HSPC [4], [126]. Theo 

nghiên cứu của Richard, nếu thành phần phospholipid của liposome có nhiệt chuyển 

pha dưới 37 oC thì liposome sẽ bị phá hủy bởi muối mật, nhưng với phospholipid có 

nhiệt chuyển pha cao trên 37 oC thì tác động của muối mật sẽ không ảnh hưởng đến 

sự nguyên vẹn của liposome [121]. HSPC và DSPG sử dụng trong công thức có nhiệt 

chuyển pha cao trên 37 oC nên hai phospholipid này sẽ giúp liposome ổn định trong 

đường tiêu hóa khi sử dụng đường uống [63], [121], [139].  

Một thành phần khác không phải là thành phần chính trong cấu tạo liposome 

nhưng có vai trò quan trọng không kém đến sự ổn định của liposome là -tocopherol. 

Alpha-tocopherol được đưa vào công thức như là một chất chống oxy hóa để ổn định 

màng phospholipid kép và làm giảm rò rỉ dược chất [19], [119].  

Thành phần có vai trò làm ổn định liposome được sử dụng trong công thức bào 
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chế liposome BBR là NaDC. Theo Birru, các muối mật tiết từ gan rồi đổ vào đường 

ruột sẽ là một trong những yếu tố làm phá vỡ cấu trúc liposome trong đường tiêu hóa 

[28]. Theo báo cáo của Shukla và cộng sự, khi lớp phospholipid kép của liposome 

được liên kết sẵn với muối mật thì lớp vỏ liposome sẽ không tương tác với muối mật 

ở ngoại môi [131]. NaDC là một muối mật, được chủ động đưa vào công thức để bào 

chế liposome nhằm tránh tác động bất lợi của muối mật ở ngoại môi đến sự ổn định 

và tính nguyên vẹn của liposome khi vượt qua các hàng rào bất lợi trong đường tiêu 

hóa. Ngoài ra, các muối mật còn có vai trò làm tăng sinh khả dụng đường uống của 

liposome và hạn chế sự giải phóng dược chất từ liposome trong đường tiêu hóa [56].    

Trong bào chế liposome trực tiếp bằng phương pháp tiêm ethanol, thành phần 

công thức ảnh hưởng một cách đáng kể đến KTTP và phân bố KTTP. Với công thức 

FJ17, thành phần gồm có BBR : lipid : NaDC : -tocopherol với tỉ lệ mol 8 : 9 : 2 : 

2, kết quả đo bằng kỹ thuật DLS cho thấy mẫu FJ17 có kích thước liposome nhỏ, 

phân bố KTTP hẹp (PDI 0,113) hơn nhiều so với công thức không có một trong hai 

thành phần NaDC (FJ04) và -tocopherol (FJ21). Hình ảnh chụp bằng cryo-EM về 

hình thái và KTTP của liposome FJ17 (có NaDC) với FJ21 (không có NaDC) cũng 

cho thấy liposome FJ17 nhỏ hơn nhiều so với liposome FJ21 (hình 3.9a,b). Kết quả 

này cũng lặp lại với mẫu bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film, thể hiện ở mẫu 

FH17 có KTTP trung bình nhỏ hơn các mẫu FH04 và FH21. Như vậy, sự kết hợp 

giữa NaDC và -tocopherol có vai trò làm giảm kích thước tiểu phân liposome nhỏ 

hơn so với chỉ có -tocopherol. Kết quả này khẳng định thêm vai trò của NaDC với 

KTTP của liposome như báo cáo trước đây của Zheng và cộng sự về sự ảnh hưởng 

của NaDC lên sự hình thành transferosome (là một loại liposome có KTTP nhỏ làm 

tăng tính thấm qua da) [163]. Bên cạnh làm giảm KTTP liposome, NaDC cũng có vai 

trò nhất định trong việc làm tăng hiệu suất nạp của liposome khi kết hợp với -

tocopherol. Điều này có thể giải thích rằng cả hai thành phần trên đều là thành phần 

thân dầu, đặc biệt NaDC và cả -tocopherol có cấu trúc gần giống với cholesterol 

nên khi hình thành liposome, NaDC và -tocopherol sẽ xen vào cấu trúc của màng 

phospholipid kép và làm chặt chẽ cấu trúc màng, do đó giữ được dược chất ở trong 
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liposome và giảm rò rỉ dược chất. Kết quả này cũng phù hợp với nghiên cứu của Song 

năm 2005, tác giả đã công bố liposome có chứa NaTDC có hiệu suất nạp tăng lên 2,8 

lần so với liposome không chứa NaTDC [135].  

Tỉ lệ mol dược chất BBR có ảnh hưởng đến kích thước tiểu phân trong bào chế 

liposome bằng cả 2 phương pháp. Khi tăng dần tỉ lệ mol BBR từ 6 lên 8 và lên 9 trong 

công thức thì kích thước tăng dần nhưng hiệu suất nạp lại giảm dần. Ở phương pháp 

tiêm ethanol, mẫu FJ18 có tỉ lệ mol (BBR : Lipid : NaDC : -tocopherol) = (6 : 9 : 2 

: 0) có KTTP trung bình nhỏ nhất (51 nm) trong khi mẫu FJ12 với tỉ lệ mol BBR tăng 

lên 8 thì KTTP trung bình tăng lên đến 120 nm và khi tỉ lệ này tăng lên 9 thì KTTP 

trung bình tăng lên 134 nm. Ngược lại với KTTP, hiệu suất nạp BBR lại giảm dần 

khi tăng tỉ lệ mol. FJ18 có tỉ lệ mol dược chất thấp nhất thì có hiệu suất nạp cao nhất 

(65%) trong khi mẫu FJ04 có tỉ lệ mol dược chất cao nhất lại có hiệu suất nạp thấp 

nhất (56%). Quy luật này cũng lặp lại trong các mẫu liposome bào chế bằng phương 

pháp hydrat hóa film. Mẫu FH18 có hiệu suất nạp cao nhất (78%) và mẫu FH04 có 

hiệu suất nạp thấp nhất (60,5%). Kết quả này có thể giải thích là do khả năng liên kết 

giữa dược chất với màng phospholipid kép có giới hạn. Khi lượng dược chất vượt 

quá giới hạn liên kết của màng thì bị loại bỏ và trở thành dược chất tự do.  

Tỉ lệ mol HSPC: DSPG ảnh hưởng đến KTTP liposome được bào chế bằng 2 

phương pháp có thể giải thích rằng sự hình thành hay sự hòa màng liposome chịu tác 

động của tỉ lệ 2 loại lipid này. Do đó khi tỉ lệ mol thay đổi, sự đan xen giữa HSPC và 

DSPG để tạo màng phospholipid kép có sự xáo trộn và dẫn đến sự khác nhau về 

KTTP của liposome.  

Kết quả về ảnh hưởng của tỉ lệ mol HSPC: DSPG đến hiệu suất liposome hóa 

trong cả hai phương pháp bào chế liposome được trình bày ở bảng 3.10 (phương pháp 

tiêm ethanol) và bảng 3.14 (phương pháp hydrat hóa film) cho thấy rằng tỉ lệ mol 

giữa 2 loại lipid ảnh hưởng rõ rệt lên hiệu suất nạp dược chất. Trong 3 tỉ lệ khảo sát 

thì tỉ lệ HSPC: DSPG = 4:6 cho hiệu suất nạp cao nhất, tiếp theo là tỉ lệ HSPC: DSPG 

= 6:4 và cuối cùng là tỉ lệ HSPC:DSPG = 7:3. Như vậy, hiệu suất nạp tăng dần khi tỉ 

lệ DSPG tăng. Kết quả này có thể được giải thích là do ảnh hưởng của sự tích điện 

của lipid DSPG và HSPC khác nhau. Lipid DSPG tích điện âm (-1) trong khi HSPC 
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không tích điện [109]. Mặt khác, phân tử BBR tích điện dương (do có nguyên tử N+) 

do đó khi BBR được nạp vào liposome, sự tương tác tĩnh điện giữa phân tử DSPG và 

HSPC tạo cặp ion dẫn đến BBR được giữ trong màng nhiều hơn khi tăng tỉ lệ DSPG. 

Vì vậy, hiệu suất liposome hóa tăng.  

4.2.2. Yếu tố quy trình bào chế 

Trong bào chế liposome bằng phương pháp tiêm ethanol, một số thông số quy 

trình được lựa chọn chủ động nhằm phù hợp với mục đích nghiên cứu của đề tài. Tỉ 

lệ pha ethanol: nước trong nghiên cứu của luận án được lựa chọn chủ động là 1:3 với 

mục đích làm tăng cỡ mẫu của liposome và giảm thời gian cô đặc, tránh tối thiểu tác 

động của nhiệt và áp suất lên liposome trong quá trình bào chế. Tốc độ khuấy 500 

vòng/phút được lựa chọn dựa trên thực tế quan sát khả năng xáo trộn của hỗn hợp 

trong quá trình tiêm pha ethanol vào pha nước, đảm bảo cho giọt pha ethanol được 

phân tán nhanh và đều vào pha nước. Kích thước đầu kim tiêm được lựa chọn loại 

27G (đường kính trong 0,21 mm) là loại có đường kính nhỏ nhất nhằm tạo ra giọt 

tiêm nhỏ và tia phun mạnh, tạo khả năng phân tán pha ethanol vào pha nước đồng 

đều và nhanh chóng. Do đó các phân tử phospholipid cũng sẽ phân tán đều và nhanh 

trong pha nước.    

 Nhiệt độ phối hợp 2 pha trong bào chế liposome BBR bằng phương pháp tiêm 

ethanol được khảo sát ở 3 mức là 45, 55 và 65 oC. Cơ sở lựa chọn mức nhiệt độ này 

là dựa vào nhiệt chuyển pha của 2 lipid đang sử dụng: HSPC và DSPG với nhiệt 

chuyển pha lần lượt là 55 và 54,5 oC [4], [117]. Vậy nên nghiên cứu lựa chọn các 

mức trên, bằng và dưới nhiệt chuyển pha để đánh giá sự ảnh hưởng của nhiệt độ đến 

đặc tính liposome. Từ đó, chọn được nhiệt độ thích hợp nhất cho quá trình bào chế. 

Kết quả cho thấy rằng ở mức nhiệt độ dưới nhiệt chuyển pha, liposome tạo thành có 

hai quần thể khác nhau chứng tỏ đã xảy ra sự không đồng nhất về quá trình hình thành 

liposome. KTTP trung bình lớn nhất trong 3 mức nhiệt. Ở mức nhiệt 55 và 65 oC 

(mức bằng và trên nhiệt chuyển pha), liposome hình thành đồng nhất hơn và chỉ có 1 

quần thể trong mỗi mẫu. KTTP của mẫu phối hợp pha ethanol và nước ở nhiệt trên 

nhiệt chuyển pha nhỏ nhất. Ngoài sự khác nhau về KTTP, hiệu suất nạp của mẫu bào 

chế dưới nhiệt chuyển pha thấp hơn hai mẫu ở mức nhiệt chuyển pha và trên nhiệt 
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chuyển pha. Mẫu liposome bào chế ở mức nhiệt phối hợp 2 pha ethanol và nước trên 

mức nhiệt chuyển pha vừa cho KTTP đồng nhất nhất, hiệu suất nạp cao nhất. Điều 

này có thể giải thích là do khi lipid ở trên nhiệt chuyển pha, trạng thái vật lý của lipid 

chuyển từ pha gel qua pha tinh thể lỏng hoàn toàn, cấu trúc màng phospholipid kép 

linh động hơn, bề dày màng lipid kép nhỏ lại. Vì vậy, các phân tử phospholipid dễ 

dàng sắp xếp thành màng kép và liposome hình thành với kích thước nhỏ đồng nhất. 

Ngoài ra, sự linh động của phân tử phospholipid làm cho dược chất dễ nạp vào 

liposome. Trong khi đó, ở mẫu phối hợp 2 pha dưới mức nhiệt chuyển pha, phân tử 

phospholipid ở trạng thái gel cứng nhắc và sự hình thành màng kép và tiếp chuyển 

thành liposome khó khăn hơn, dược chất được bao gói vào liposome cũng hạn chế 

hơn (hình 4.1)     

 

Hình 4.1. Sơ đồ quá trình chuyển pha gel sang pha tinh thể lỏng của màng 

phospholipid kép [50] 

Áp suất và nhiệt độ trong quá trình loại bỏ dung môi ở phương pháp tiêm 

ethanol để bào chế liposome có ảnh hưởng lớn đến tính đồng nhất của sự hình thành 

quần thể liposome. Khoảng nhiệt độ 60 - 65 oC và áp suất 180 mbar là điều kiện phù 

hợp để cất quay loại bỏ dung môi. Với nhiệt độ 60 oC và áp suất 200 mbar, hỗn dịch 

thu được mặc dù có kích thước nhỏ nhưng có 2-3 quần thể liposome với kích thước 

trung bình của các quần thể chênh nhau đến gần 100 nm. Điều này có thể giải thích 

là khi áp suất giảm và nhiệt độ chưa phù hợp nên dung môi được loại bỏ quá chậm 

hoặc tốc độ bay hơi không đều, dẫn đến sự hình thành những quần thể liposome có 

kích thước nhỏ và to khác nhau. Với nhiệt độ 60 oC và áp suất 130 mbar thì dung môi 
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lại bay hơi quá nhanh, làm các phân tử lipid sắp xếp thành lớp lipid kép nhanh chóng, 

tạo thành liposome không đồng đều. Với nhiệt độ 65 oC và áp suất 130 mbar, tác động 

của nhiệt độ cao và áp suất giảm mạnh có thể làm biến đổi một số trạng thái vật lý 

của lipid, tạo ra hỗn dịch có các tiểu phân bị keo hóa dính trên thành bình.          

Phương pháp làm nhỏ KTTP liposome bằng đùn qua màng polycarbonat là 

phương pháp được lựa chọn nhiều nhất trong các nghiên cứu bào chế liposome BBR 

[15], [92], [100]. Khác với các loại màng khác có cấu trúc lỗ lọc xoắn, màng 

polycarbonat có cấu trúc lỗ lọc hình trụ thẳng, có thể giúp các tiểu phân được chui 

qua dưới tác động của lực nén để làm nhỏ tiểu phân mà không bị giữ lại trong màng. 

So với phương pháp làm nhỏ KTTP bằng đồng nhất hóa áp suất cao thì phương pháp 

đùn qua màng giảm được sự rò rỉ dược chất tốt hơn [92]. Trong nghiên cứu của luận 

án, màng polycarbonat có kích thước lỗ lọc 400 nm được lựa chọn để sử dụng phù 

hợp với đặc điểm liposome tạo thành. Số lần đùn qua màng được khảo sát là 20, 40 

và 60 lần bằng thiết bị đùn mini extruder. Sau 20 lần đùn, liposome bị bóc tách và tạo 

thành quần thể không đồng nhất nên không thể đo được KTTP do không phù hợp với 

tiêu chí đo của thiết bị. Sau 60 lần đùn, KTTP mới đồng nhất và cho phân bố KTTP 

hẹp. So với phương pháp siêu âm và đồng nhất hóa thì phương pháp đùn qua màng 

tốn nhiều thời gian hơn. Tuy nhiên, phương pháp siêu âm có nguy cơ làm rò rỉ dược 

chất và đưa tạp kim loại vào hỗn dịch. Phương pháp đồng nhất hóa áp suất cao tuy 

nhanh nhưng hơn đòi hỏi lượng mẫu lớn, không phù hợp với nghiên cứu tham dò ban 

đầu. Phương pháp đùn qua màng với thiết bị đơn giản và giảm được rò rỉ dược chất, 

phù hợp với cỡ mẫu nhỏ cho nghiên cứu quy mô phòng thí nghiệm.   

4.2.3. Phương pháp bào chế 

Phương pháp tiêm ethanol và phương pháp hydrat hóa film là các phương pháp 

bào chế liposome được sử dụng phổ biến ở quy mô phòng thí nghiệm. Phương pháp 

tiêm ethanol thậm chí còn là phương pháp phù hợp để nâng cấp quy mô do đơn giản, 

an toàn, có thể kiểm soát kích thước tiểu phân bằng điều chỉnh nhiệt độ pha nước khi 

phối hợp hai pha [73]. Trong kết quả nghiên cứu của luận án, liposome bào chế bằng 

phương pháp tiêm ethanol có KTTP nhỏ hơn và phân bố KTTP hẹp hơn liposome 

bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film. Bằng kỹ thuật DLS, KTTP trung bình 

của liposome BBR bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol chỉ dưới 250 nm. Trong 
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khi đó, KTTP trung bình của liposome bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film có 

KTTP trung bình đến 800 nm. Kết quả này là do sự khác nhau trong cơ chế hình thành 

liposome ở mỗi phương pháp. Ở phương pháp tiêm ethanol, liposome hình thành từ 

BBR, HSPC, DSPG, NaDC và α-tocopherol trong quá trình dung môi ethanol bị loại 

bỏ khỏi pha nước dưới tác dụng của nhiệt độ và áp suất giảm. Trong quá trình này, 

các phân tử dược chất và tá dược tự sắp xếp theo đặc tính lý hóa vốn có để tạo thành 

liposome. Tuy nhiên hỗn dịch liposome tạo ra từ phương pháp tiêm ethanol thường 

rất loãng, khó phù hợp để đưa vào dạng thuốc nếu không có biện pháp cô đặc. Ở 

phương pháp hydrat hóa màng mỏng lipid, dược chất BBR và các thành phần khác 

được hòa tan trong dung môi hữu cơ, sau đó dung môi được loại bỏ bằng áp suất giảm 

và nhiệt độ thích hợp để tráng thành lớp mỏng gồm BBR và các thành phần tạo 

liposome trên thành bình cầu. Tiếp theo lớp màng mỏng được hydrat hóa để tạo thành 

liposome. Liposome bào chế bằng phương pháp này có kích thước không đồng nhất, 

phải làm giảm KTTP bằng các phương pháp như đùn, siêu âm, .vv. [18].  

Phương pháp bào chế khác nhau tạo ra liposome có cấu trúc khác nhau. 

Liposome BBR bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol có cấu trúc 1 lớp nhỏ (SUV) 

hoặc lớn (LUV) gồm 1 lớp phospholipid kép bao bọc quanh 1 nhân nước trung tâm 

(hình 3.9a và 3.9b). Liposome BBR bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film có 

nhiều loại cấu trúc khác nhau gồm liposome 1 lớp (UV), liposome nhiều lớp (MLV) 

và liposome nhiều ngăn (MVV) (hình 3.10). Kết quả này cũng phù hợp với công bố 

của Kim [80] và Uhl [143].  

4.2.4. Phương pháp đánh giá 

Về phương pháp đánh giá KTTP và phân bố KTTP: 

Trong nghiên cứu này, phương pháp DLS được sử dụng để đo kích thước tiểu 

phân liposome bởi đây là phương pháp dễ sử dụng do thời gian đo mẫu ngắn (1-10 

phút), chuẩn bị mẫu đơn giản, dễ thực hiện, chi phí thấp [43], [49]. Bên cạnh những 

ưu điểm trên, DLS có một số hạn chế như rất nhạy cảm với nhiệt độ và độ nhớt của 

dung môi, khó đo với mẫu không trong suốt, cốc đo phải luôn chuẩn bị sạch sẽ, tín 

hiệu mẫu đến detector phụ thuộc vào nồng độ của các đại phân tử [137]. Ngoài ra, 

một số phương pháp khác để đo kiểm tra KTTP lại nhằm xem xét, phân tích kỹ lưỡng 
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hơn đặc tính của liposome cũng được sử dụng như phân tích vết hạt nano (NTA) (hình 

3.8) và cryo-EM (hình 3.9). Ngoài chức năng đo KTTP với độ phân giải cao hơn so 

với DLS, phương pháp NTA còn có khả năng ghi lại dấu vết từng chuyển động đơn 

lẻ và cho phép nghiên cứu về độ phát quang của hạt nano [154]. Kỹ thuật DLS ghi lại 

sự phân bố kích thước dựa trên cường độ phân tán có độ phân giải thấp và không dễ 

để đo sự phân bố thể tích chính xác cho các mẫu đa phân tán. Sự phân bố kích thước 

hạt dựa vào số lượng tiểu phân dễ dàng chuyển thành phân bố theo thể tích mà không 

bị sai lệch nhiều khi sử dụng kỹ thuật NTA. Ngoài ra NTA còn đo cho phép nghiên 

cứu về độ phát quang của các hạt nano do đặc tính không kết hợp và không định 

hướng của ánh sáng huỳnh quang. Nhờ đó có thể xác định được hình dạng của 

liposome và xem xét có xảy ra sự kết tụ tiểu phân trong hỗn dịch hay không qua quan 

sát hình ảnh chuyển động của các tiểu phân. Nhược điểm của NTA là phạm vi nồng 

độ hạn chế [154]. Phương pháp cryo-EM được xem như là tiêu chuẩn vàng để phân 

tích hình ảnh liposome bởi vừa ghi được hình ảnh, vừa đo được KTTP và xác định 

được cấu trúc con của liposome. Tuy nhiên, cryo-EM có nhược điểm là chi phí đắt 

và thông lượng ít [43]. Với kết quả đo KTTP ở hình 3.9b, có thể thấy sự khác nhau 

về khả năng phát hiện của 2 phương pháp đo KTTP. Ở DLS chỉ phát hiện được các 

liposome KTTP trên 20 nm, nhưng với kỹ thuật cryo-EM, một số liposome với kích 

thước bé khoảng 5-6 nm cũng được phát hiện. Kết quả này cũng phù hợp với kết quả 

nghiên cứu của Crawford, tác giả đã báo cáo về sự khác nhau giữa DLS và cryo-EM 

trong xác định KTTP liposome. Kết quả giữa 2 phương pháp này chỉ giống nhau khi 

liposome là một hệ đơn phân tán và quần thể gồm các tiểu phân có cùng kích thước. 

Sự sai khác giữa 2 phương pháp đo là do hạn chế hoặc sai số của DLS khi phát hiện 

những tiểu phân nanolipid nhỏ trong hỗn dịch đa phân tán [27].          

Về đánh giá hình thái và cấu trúc: 

Hình thái và cấu trúc của liposome có thể được xác định bằng nhiều kỹ thuật 

khác nhau như: AFM, TEM, cryo-EM, TPFM, CLSM [39]. Trong nghiên cứu này, 

kỹ thuật cryo-EM được sử dụng để xác định hình thái cấu trúc của liposome bào chế 

bằng phương pháp tiêm ethanol do liposome tạo thành từ phương pháp này có kích 

thước nhỏ, đòi hỏi phải có thiết bị phân tích có độ phân giải cao. Liposome bào chế 
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bằng phương pháp hydrat hóa film có kích thước to hơn, có thể lên đến kích thước 

micro nên kính hiển vi điện từ huỳnh quang 2 photon (TPFM) được sử dụng để đồng 

thời xác định vị trí của BBR được nạp vào liposome do BBR có khả năng phát huỳnh 

quang tự nhiên. Thông qua xác định cấu trúc, có thể xác định được BBR nạp vào 

khoang nước hay vào lớp phospholipid kép.  

Trong cấu trúc của liposome BBR bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film, 

nhờ vị trí phát huỳnh quang của BBR là ở lớp màng lipid kép (hình 3.10), có thể 

khẳng định rằng BBR được nạp vào màng phospholipid kép của liposome và không 

có BBR ở khoang nước. Theo các tài liệu đã công bố trước đây, khi bào chế liposome, 

dược chất thân nước thì sẽ nằm trong khoang nước, dược chất thân dầu sẽ nằm ở 

màng phospholipid kép [10]. Mặc dù tính chất vật lý của BBR có tính thân nước [24], 

nhưng kết quả nghiên cứu của luận án ngược lại nguyên lý phân bố dược chất trong 

liposome như trên: BBR vẫn nằm trong màng phospholipid kép. Kết quả này cũng 

khác với các công bố trước đây của Allijn và Ma về giả thuyết phân bố của BBR 

trong liposome. Theo những nghiên cứu này, BBR được cho là phân bố trong khoang 

nước của liposome khi bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol [15] và hydrat hóa 

film [100]. Tuy nhiên, BBR được tải vào liposome theo phương pháp trong luận án 

là phương pháp thụ động. Các nghiên cứu của Allijin và Ma là phương pháp nạp dược 

chất chủ động.         

Về đánh giá hiệu suất liposome hóa: 

Có nhiều phương pháp đánh giá hiệu suất liposome hóa: thẩm tích, tách sắc ký 

cột (lọc gel), li tâm, siêu lọc [31], [78], [120], [146]. Trong những phương pháp này 

thì phương pháp siêu lọc nhanh và có độ lặp lại cao, giảm bớt sự rò rỉ dược chất. Vì 

vậy, trong nghiên cứu của luận án, phương pháp siêu lọc được chọn để đánh giá hiệu 

suất liposome hóa. Hiệu suất liposome hóa của liposome bào chế bằng phương pháp 

hydrat hóa film dao động từ 61 - 92%, trong lúc đó hiệu suất này ở phương pháp tiêm 

ethanol từ 56 - 88%. Sự khác nhau về hiệu suất nạp dược chất giữa 2 phương pháp 

bào chế là do sự khác nhau về cấu trúc của liposome: liposome bào chế bằng phương 

pháp hydrat hóa film có cấu trúc đa dạng, từ đơn lớp, đa lớp đến nhiều ngăn trong khi 

cấu trúc liposome bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol chỉ có 1 ngăn. Mặt khác, 
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vị trí của BBR trong liposome được chứng minh qua hình ảnh chụp bằng kính hiển 

vi điện tử huỳnh quang 2 photon là nằm trong lớp phospholipid kép. Do đó, liposome 

có càng nhiều lớp hay nhiều ngăn thì càng nạp được nhiều dược chất. Kết quả về hiệu 

suất liposome hóa của liposome BBR bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film 

trong luận án cũng phù hợp với kết quả nghiên cứu của Nguyen và cộng sự, tác giả 

đã báo cáo rằng hiệu suất nạp của BBR vào liposome bào chế bằng phương pháp 

hydrat hóa film là 83,2% [110]. Kết quả này của luận án đồng thời cũng phù hợp với 

các kết quả nghiên cứu khác của Sailor (hiệu suất nạp dược chất từ 56-82%) [124], 

của Ma (93,5%) [100] và cao hơn hiệu suất nạp một số nghiên cứu bào chế liposome 

BBR bằng phương pháp hydrat hóa film khác như Calvo (2,1-28%) [32], Lin (14%) 

[92]. Hiệu suất nạp của liposome BBR bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol dao 

động từ 56-88%, thấp hơn kết quả của Luo (94%) [99]. Tuy nhiên, tỉ lệ dược chất/lipid 

(w/w) trong nghiên cứu của Luo chỉ có 1:20, trong khi đó trong nghiên cứu của luận 

án, tỉ lệ mol thấp nhất giữa BBR: lipid là 6 : 9 (tương ứng với tỉ lệ thấp nhất về khối 

lượng là 6:18).    

Về phương pháp đánh giá trạng thái rắn của BBR nạp vào liposome: 

Phương pháp chụp nhiễu xạ tia X và phương pháp phân tích nhiệt vi sai (DSC) 

là 2 phương pháp phổ biến để đánh giá trạng thái rắn của dược chất trong hệ tiểu 

phân. Trong nghiên cứu này, phương pháp nhiễu xạ tia X được thực hiện để đánh giá 

trạng thái rắn của BBR nạp vào liposome bào chế bằng 2 phương pháp tiêm ethanol 

và hydrat hóa film. Khi được nạp vào liposome, các đỉnh nhiễu xạ đặc trưng của BBR 

đã biến mất tại các vị trí 9,1o, 9,7o, 13,4o, 16,7o, và 25,8o 2 theta mà thay vào đó là sự 

xuất hiện các đỉnh nhiễu xạ ở các vị trí mới tại 11,0o, 17,2o, 19,5o, 24,3o, 26,9o và 

27,7o 2 theta. Sự dịch chuyển góc nhiễu xạ này có nghĩa là khoảng cách mặt mạng 

tinh thể (d) của các nguyên tử BBR bị thay đổi bởi sự thay đổi góc 2 theta theo công 

thức của định luật Brag:  

𝑑 =
nλ

2sin 𝜃
 

Trong đó: n là bậc của nhiễu xạ, λ là bước sóng của tia X, θ là góc tia tới = 2 θ/2. 

Khi khoảng cách mặt tinh thể giữa các nguyên tử bị thay đổi có nghĩa là tính 
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chất kết tinh của BBR bị giảm bớt hoặc BBR đã liên kết chặt chẽ với các thành phần 

khác làm biến dạng mặt tinh thể. Kết quả này cũng phù hợp với nghiên cứu của Xue 

và cộng sự, tác giả đã chứng minh rằng khi BBR nạp vào hệ tiểu phân nanolipid sẽ 

chuyển từ trạng thái kết tinh sang dạng vô định hình [155]. Như kết quả ở hình 3.12, 

cường độ nhiễu xạ của các pic trong mẫu bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film 

yếu hơn nhiều so với cường độ các pic trong mẫu bào chế bằng phương pháp tiêm 

ethanol. Điều này chứng tỏ rằng, sự chuyển trạng thái rắn của BBR ở liposome bào 

chế bằng phương pháp hydrat hóa film mạnh hơn so với phương pháp tiêm ethanol.   

Về phương pháp đánh giá khả năng giải phóng dược chất:   

Phương pháp động học thẩm tích được áp dụng để đánh giá khả năng giải phóng 

dược chất. Như kết quả trình bày ở hình 3.13, các mẫu liposome BBR đều có khả 

năng kéo dài giải phóng dược chất in vitro. Các mẫu bào chế bằng phương pháp tiêm 

ethanol có tỉ lệ giải phóng dược chất cao hơn so với các mẫu bào chế bằng phương 

pháp hydrat hóa film ở trong cả 3 môi trường. Trong vòng 8 giờ đầu, tỉ lệ giải phóng 

ở trong 3 môi trường của các mẫu đều trên 75%, ngoại trừ mẫu bào chế bằng phương 

pháp hydrat hóa film (FH19 và FH16). Tỉ lệ giải phóng dược chất trong môi trường 

mô phỏng acid dịch vị cao hơn trong các môi trường pH4,5 và 6,8. Kết quả này cũng 

phù hợp với các nghiên cứu gần đây đã báo cáo rằng liposome không bền trong môi 

trường acid dẫn đến tốc độ giải phóng dược chất khác nhau trong các môi trường pH 

khác nhau [59]. Trong môi trường đệm phosphat pH 4,5 và pH 6,8, liposome bào chế 

bằng phương pháp tiêm ethanol trong 8 giờ đầu giải phóng trên 90% trong lúc đó, 

liposome bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film chỉ giải phóng xấp xỉ từ 75-

85%. Sự khác nhau về tỉ lệ giải phóng dược chất từ liposome bào chế bằng hai phương 

pháp khác nhau này có thể giải thích là do sự khác nhau về cấu trúc của liposome. 

Liposome BBR bào chế bằng phương pháp tiêm ethanol có cấu trúc 1 lớp (hình 3.9), 

trong lúc đó, liposome bào chế bằng bằng phương pháp hydrat hóa film lại có cấu 

trúc hỗn hợp: 1 lớp, nhiều lớp và nhiều ngăn (hình 3.10). Đây cũng là bằng chứng 

cho thấy rằng, liposome 1 lớp bị phá vỡ cấu trúc trong môi trường acid dịch vị nhanh 

hơn so với liposome nhiều ngăn hoặc nhiều lớp. Tỉ lệ giải phóng BBR từ liposome 

bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film của luận án cũng phù hợp với kết quả của 

nghiên cứu trước đây của Sailor [124]. Tốc độ giải phóng của BBR từ liposome công 

thức F19 cao hơn từ liposome BBR F16. Điều này có thể giải thích là do tỉ lệ mol 
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dược chất trong công thức F19 cao hơn so với công thức F16. BBR khi nạp vào 

liposome đã được chứng minh là nằm ở trong màng phospholipid kép (hình 3.10), do 

đó tỉ lệ mol BBR tăng làm cho mức độ chen vào màng phospholipid kép nhiều hơn 

làm cho màng lipid kép trở lên lỏng lẻo hơn nên giữ được dược chất kém hơn.      

4.3. VỀ BÀO CHẾ VÀ ĐÁNH GIÁ PROLIPOSOME BERBERIN  

4.3.1. Yếu tố công thức 

Công thức bào chế proliposome BBR được lựa chọn từ công thức tối ưu trong 

bào chế liposome BBR (F19). Thành phần công thức và tỉ lệ mol các thành phần được 

giữ nguyên gồm BBR:Lipid:NaDC:α-tocopherol = 8:9:2:2. Trong đó lipid gồm 2 loại 

HSPC và DSPG với tỉ lệ mol 4:6. Công thức này đã được khảo sát ở phần bào chế 

liposome BBR cho hiệu suất nạp cao, tỉ lệ dược chất lớn, giải phóng dược chất kéo 

dài đến hơn 8h trong môi trường đệm phosphat pH 6,8. Hai loại lipid sử dụng trong 

công thức thuộc nhóm PCs và PGs là những nhóm được sử dụng phổ biến trong bào 

chế proliposome BBR do tính ổn định tốt, độ tinh khiết cao và không độc [109]. Các 

chất ổn định proliposome thường được sử dụng trong bào chế proliposome gồm chất 

ổn định màng, chất tăng hiệu suất nạp là những chất tích điện dương hoặc âm và chất 

chống oxy hóa [109], [130]. Công thức bào chế proliposome BBR có chất tăng ổn 

định là NaDC và chất chống oxy hóa là α-tocopherol.    

Manitol là chất mang được lựa chọn trong nghiên cứu này. Đó là một trong 

những chất mang thông dụng trong bào chế proliposome do có khả năng tan nhanh 

trong nước trong quá trình hydrat hóa để tạo thành hỗn dịch liposome [68]. Kích 

thước tiểu phân manitol khác nhau có thể sẽ ảnh hưởng đến khả năng chuyển động 

trong buồng bao và ảnh hưởng đến quá trình tạo màng. Tuy nhiên, việc kiểm soát các 

khoảng kích thước khác nhau dưới 125 μm không thể đánh giá bằng các biện pháp 

rây thông thường như trong bào chế và sản xuất nên luận án không khảo sát yếu tố 

này. Kích thước hạt manitol được đưa vào nghiên cứu là từ 125-500 μm.    

Lượng dung môi hữu cơ trong công thức được sử dụng để tạo dịch phun khá lớn 

với nhằm tạo ra dịch bao loãng, giúp giọt phun dễ lan và bao phủ nhanh trên bề mặt 

chất mang để tạo thành lớp film. Tuy nhiên, hạn chế của việc sử dụng tỉ lệ dung môi 

khá lớn này là có thể ảnh hưởng đến ô nhiễm môi trường và tồn dư dung môi trong 

sản phẩm. Việc đánh giá dung môi tồn dư trong chế phẩm là cần thiết khi triển khai 

ứng dụng vào sản xuất.    
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4.3.2. Về phương pháp bào chế  

Proliposome có thể bào chế bằng nhiều phương pháp khác nhau như tráng phim 

trên bề mặt chất mang, phun sấy, bao hạt, kháng dung môi siêu tới hạn, phương pháp 

đông khô, và tạo cốt lipid-dược chất [52], [61], [106], [130]. Trong nghiên cứu của 

luận án, phương pháp bao hạt được lựa chọn bởi phương pháp này có nhiều ưu điểm 

như quy trình đơn giản, dễ thực hiện và có thể nâng cấp qui mô [133].  

Nguyên tắc bào chế proliposome theo phương pháp bao hạt được thực hiện dựa 

trên nguyên tắc của Grave [55]. Quy trình gồm 4 giai đoạn gồm: phun dịch bao lên 

hạt, để dịch bao thấm ẩm hạt, sấy khô và tiếp tục phun phủ đều hạt và sấy khô hạt 

(hình 4.2). Cuối cùng thu được các hạt gồm nhân manitol được phủ lớp film chứa các 

thành phần tạo liposome bên ngoài. Dung dịch bao hạt là thành phần tạo liposome 

được hòa tan trong dung môi hữu cơ phù hợp. Cơ chế tạo hạt trong phương pháp này 

là bồi dần từng lớp để tạo thành màng film đồng nhất trên bề mặt chất mang manitol.   

 

Hình 4.2. Sơ đồ nguyên tắc bao hạt [55] 

 

4.3.3. Về thông số quy trình bào chế và độ ổn định của proliposome berberin  

a. Về thông số quy trình 

Ở cả hai quy mô, áp suất đầu súng phun được lựa chọn chủ động qua quan sát 

nhằm tránh hiện tượng lắng đọng chất mang lên thành buồng tạo hạt bởi áp suất đầu 

súng phun không những tạo ra áp suất để thổi giọt phun đi mà còn tạo ra 1 áp khí lên 

thành buồng tạo hạt, thổi chất mang, giúp chống bám chất mang dính lên thành buồng. 

 Trong qui mô phòng thí nghiệm, tốc độ phun cũng được chủ động lựa chọn phù 



141 

 

hợp với lượng chất mang có sẵn trong buồng tạo hạt. Các thông số quy trình khác bao 

gồm nhiệt khí vào, tốc độ thổi khí được khảo sát để đánh giá ảnh hưởng của các thông 

số này lên đặc tính sản phẩm. Kết quả cho thấy rằng, hai thông số này ảnh hưởng rất 

nhiều đến hình thái proliposome BBR. Với thiết bị bao Mini-Glatt có dung tích buồng 

bao 5 lít, nếu nhiệt độ khí vào và áp suất thổi khí cao quá (tốc độ thổi khí 15 m3/h, 

nhiệt khí vào 50oC), giọt phun khô nhanh trước khi bám vào chất mang và/hoặc giọt 

phun không bám vào được trên chất mang do chất mang di chuyển rất nhanh qua khỏi 

vùng bao. Đây là nguyên nhân gây nên sự không đồng nhất về hình thái tiểu phân 

proliposome BBR thu được (hình 3.15). Với nhiệt khí vào 50oC và tốc độ thổi khí 10 

m3/h, mặc dù giọt phun bám được trên chất mang do tốc độ thổi khí thấp, chất mang 

được treo lơ lửng trong vùng bao nhưng nhiệt độ khí vào cao nên giọt phun khô nhanh 

khi tiếp xúc với chất mang, dẫn đến sự hình thành một số vi cầu ở các mặt chất mang 

thô ráp xù xì (hình 3.16). Với nhiệt khí vào 45oC và tốc độ thổi khí 10 m3/h, giọt phun 

bám được lên chất mang và dịch phun có khả năng lan đều trên bề mặt chất mang 

trước khi khô. Vì vậy, chất mang được bao đều tạo thành màng film, kể cả những vị 

trí thô ráp, gồ ghề (hình 3.17 và hình 3.18). Như vậy, thông số nhiệt khí vào 45oC và 

tốc độ thổi khí 10 m3/h là phù hợp nhất để bào chế proliposome BBR bằng phương 

pháp bao tầng sôi với chất mang là manitol, dịch phun là dung dịch các thành phần 

tạo liposome BBR được hòa tan trong hỗn hợp methanol và cloroform với tỉ lệ 2,5:1 

(v/v). Kết quả thu được cho thấy rằng, thông số nhiệt độ, nhiệt khí vào ảnh hưởng 

đến sự đồng nhất và bề mặt tiểu phân proliposome BBR. Kết quả này cũng phù hợp 

với nghiên cứu của Jones [72], tác giả đã công bố rằng, các yếu tố ảnh hưởng trực 

tiếp đến sự hình thành màng film trên tiểu phân bao gồm sự bốc hơi dung môi, tốc độ 

cấp dịch, kích thước giọt phun. Trong nghiên cứu của luận án, tốc độ cấp dịch được 

cố định và áp suất súng phun không đổi, nên kích thước giọt phun sẽ không thay đổi 

trong quá trình bao. Do đó, sự bốc hơi dung môi là yếu tố quyết định hình thái và sự 

hình thành màng film quanh chất mang của proliposome BBR. Tốc độ này lại chịu 

ảnh hưởng 2 thông số nhiệt khí vào và tốc độ thổi khí.       

  Trong nâng cấp quy mô, áp suất phun cũng được khảo sát dựa trên quan sát 

mức độ bám dính lên thành buồng tạo hạt của chất mang. Với thiết bị Diosna-Minilab, 
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áp suất súng phun 1,2 bar, chất mang được thổi khỏi thành buồng tạo hạt để đi vào 

vùng bao. Tốc độ phun dịch được nâng từ mức 1,5 ml/phút ở qui mô phòng thí nghiệm 

lên 4,5 ml/phút trong nâng cấp qui mô. Tốc độ phun dịch được khảo sát theo tốc độ 

thổi khí bởi tốc độ thổi khí quyết định năng suất sấy. Hơn nữa, nghiên cứu của Jones 

chỉ ra rằng tốc độ phun dịch không phụ thuộc vào cỡ lô [72]. Sau khi khảo sát, tốc độ 

thổi khí được lựa chọn trong nghiên cứu này là 45%. Với tốc độ thổi khí này, chất 

mang được thổi với vận tốc phù hợp, tạo điều kiện thuận lợi cho giọt phun bám lên 

bề mặt trong quá trình bao, đồng thời tạo năng suất sấy phù hợp cho quá trình bao. 

b. Về độ ổn định của proliposome berberin  

Các chỉ tiêu độ ổn định về hàm lượng, độ ẩm, khả năng giải phóng dược chất, 

độ ổn định về hình thái, trạng thái lý hóa của proliposome BBR sau thời gian bảo 

quản 6 tháng ở hai điều kiện thực và LHCT đã được đánh giá. Kết quả cho thấy, các 

tiêu chí trên mặc dù có sự thay đổi tại các thời điểm đánh giá, tuy nhiên các giá trị đo 

được vẫn nằm trong phạm vi cho phép về độ sai lệch giữa các lần đo. Ngoài ra, một 

số tiêu chí về liposome hoàn nguyên cũng được đánh giá độ ổn định như KTTP, phân 

bố KTTP, hiệu suất lipsome hóa, ở hai điều kiện bảo quản trên. Như vậy, proliposome 

đã được đánh giá các tiêu chí không những phù hợp với những nghiên cứu trước đây 

về proliposome [11], [83], [114] mà còn phù hợp với hướng dẫn chung của ASEAN 

về nghiên cứu độ ổn định các chế phẩm thuốc [20].  

Về bao bì đóng gói, proliposome BBR vẫn đảm bảo được sự ổn định về tiêu 

chí mất khối lượng do làm khô qua thời gian theo dõi ở 2 điều kiện thực và LHCT, 

chứng tỏ proliposome BBR được đóng trong bao bì túi nhôm hàn kín đảm bảo không 

thấm ẩm sau 6 tháng bảo quản.      

4.3.4. Về phương pháp đánh giá 

a. Đánh giá hình thái 

Proliposome BBR được đánh giá hình thái bằng phương pháp chụp SEM là 

phương pháp phổ biến để quan sát bề mặt. Mẫu được quan sát dưới các độ phóng đại 

khác nhau, để vừa quan sát hình thái tiểu phân, vừa quan sát bề mặt. Hình thái của 

tiểu phân proliposome BBR có hình thái giống với chất mang manitol nhưng được 

phủ lên bề mặt một bởi thành phần tạo liposome. Tùy thuộc vào nhiệt độ và tốc độ 
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thổi khí mà mà lớp phủ là màng film hoặc là các vi cầu hoặc vừa màng film vừa vi cầu.  

Cường độ điện trường được lựa chọn với mức từ 2-5kV để vừa quan sát được 

hình thái bề mặt mẫu nhưng vừa đảm bảo không ảnh hưởng đến chất lượng mẫu và 

không làm hỏng mẫu.  

b. Đánh giá một số đặc tính lý hóa của proliposome BBR 

Các đặc tính lý hóa của proliposome BBR được đánh giá bằng phương pháp 

đo nhiễu xạ tia X (XRD) và phổ hấp thụ hồng ngoại (FTIR).   

Phổ nhiễu xạ tia X cho thấy đặc tính kết tinh dạng tinh thể của BBR nguyên 

liệu tạo ra nhiều đỉnh nhiễu xạ tại các vị trí 9,1o, 9,7o, 13,4o, 16,7o và 25,8o 2θ. Nhưng 

các đỉnh nhiễu xạ đặc trưng này bị mất đi khi BBR được nạp vào proliposome, chứng 

tỏ BBR đã bị chuyển dạng từ kết tinh sang vô định hình. Kết quả này cũng tương tự 

như kết quả của Jia và cộng sự khi đánh giá proliposome BBR được bào chế bằng 

phương pháp sử dụng carbondioxid siêu tới hạn [69]. Một số thành phần khác như 

NaDC tồn tại ở dạng kết tinh, trong lúc đó HSPC, DSPG tồn tại ở dạng bán kết tinh. 

Tuy nhiên, các thành phần này đều chuyển thành dạng vô định hình khi tạo thành 

proliposome. Riêng manitol không bị ảnh hưởng bởi quá trình tạo thành proliposome, 

vẫn tồn tại ở dạng kết tinh và thể hiện đầy đủ các đỉnh nhiễu xạ đặc trưng như dạng 

nguyên liệu trong phổ nhiễu xạ.  

Phổ hấp thụ hồng ngoại của BBR (hình 3.21) thể hiện các tín hiệu dao động 

bất đối với cường độ mạnh tại số sóng 127 cm-1, 1232 cm-1 và 2 dao động cân đối với 

cường độ trung bình tại số sóng 1065 cm-1, 1034 cm-1. Đây là các dao động của nhóm 

aryl ether oxyd (ArC-O-CH3). Các dao động mạnh với cường độ lớn tại số sóng 1598 

cm-1, 1505 cm-1, 1388 cm-1 và 1363 cm-1 là các tín hiệu dao động của dị vòng N 6 

cạnh. Tương tự như vậy, nhóm ether vòng và nhóm ether vòng thơm cho các dao 

động lần lượt tại số sóng 975 cm-1 và 987 cm-1. Các dao động đặc trưng của các nhóm 

chức trong cấu trúc phân tử BBR ở các số sóng này cũng  phù hợp với tài liệu đã công 

bố trước đây của Ernö về phổ hồng ngoại của các nhóm chức của hợp chất hữu cơ 

[118]. Phổ hấp thụ hồng ngoại của proliposome BBR cho thấy khi được nạp vào màng 

film của proliposome, BBR đã liên kết chặt chẽ với các thành phần tạo màng film 

khác. Điều này làm hạn chế các dao động của các nhóm chức đặc trưng của phân tử 
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BBR như nhóm aryl ether oxyd (ArC-O-CH3), dị vòng N 6 cạnh, nhóm ether vòng 

và nhóm ether vòng thơm. Do đó, nhiều phổ dao động đặc trưng của các nhóm chức 

trong cấu trúc phân tử BBR bị mất đi so với phổ hấp thụ hồng ngoại của nguyên liệu 

BBR. Tuy nhiên, vẫn tồn tại một phổ đặc trưng của BBR ở số sóng 1505 cm-1, nhưng 

cường độ tín hiệu bị giảm đi nhiều bởi sự tương tác với thành phần khác làm giới hạn 

dao động của các nhóm chức này. Kết của nghiên cứu của đề tài cũng phù hợp với 

kết quả nghiên cứu của Jia và cộng sự khi đánh giá phổ hồng ngoại của proliposome 

bào chế bằng phương pháp đối dung môi siêu tới hạn [69]. 

c. Đánh giá khả năng hydrat hóa 

Khả năng hydrat hóa trong các môi trường mô phỏng dịch đường tiêu hóa như 

môi trường acid dịch vị (dung dịch HCl 0,1N, pH = 1,2), môi trường dịch tá tràng 

(đệm phosphat pH = 4,5) và môi trường phần đầu ruột non (đệm phosphat pH = 6,8) 

được đánh giá bằng sử dụng kính hiển vi điện tử quét lase. Đây là kính hiển vi có thể 

sử dụng để soi tươi mẫu trong môi trường mô phỏng nhằm ghi lại hình ảnh của quá 

trình hydrat hóa lớp màng film. Kết quả ở hình 3.22 cho thấy trong môi trường acid 

pH 1,2, lớp màng film được thấm nhanh môi trường ngay lập tức, tạo nên 1 lớp bao 

bọc tiểu phân. Lớp này sau đó trở nên chắc chắn và trơ với môi trường, không tiếp 

tục quá trình hydrat hóa hoặc bị hydrat hóa rất chậm. Vì vậy, lớp màng film khó 

hydrat hóa hoàn toàn để tạo thành liposome.  

Trong môi trường đệm phosphat pH 4,5, lớp màng film được hydrat hóa 

nhanh, tạo trên bề mặt proliposome nhiều bóng xốp nhỏ đều đặn (hình 3.23 B, C). 

Sau đó, các bóng xốp này tiếp tục được hydrat hóa để tạo ra những bóng nhỏ hơn và 

bong ra khỏi bề mặt tiểu phân proliposome rồi phân tán ra môi trường (hình 3.23 B, 

D) và có thể quá trình hydrat hóa các bóng nhỏ lại được tiếp tục để tạo ra liposome 

có kích thước nhỏ không quan sát được bằng kính hiển vi điện tử quét lase do giới 

hạn về độ phân giải.  

Trong môi trường đệm phosphat pH 6,8, lớp màng film được hydrat hóa nhanh 

để tạo những vi nhung mao xung quanh màng film (hình 3.24 B). Những vi nhung 

mao này tiếp tục được hydrat hóa để tạo thành những túi nhỏ rồi bong ra khỏi bề mặt 

tiểu phân (hình 3.24 C, D, E, F).  
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Như vậy, quá trình hydrat hóa của proliposome BBR trong dung dịch acid HCl 

0,1N pH 1,2 khác với quá trình hydrat hóa trong 2 môi trường dung dịch đệm 

phosphat pH 4,5 và pH 6,8. Trong dung dịch acid pH 1,2, tiểu phân proliposome BBR 

được hydrat hóa một phần ngay khi tiếp xúc với môi trường. Tuy nhiên, quá trình 

hydrat hóa sau đó bị ngưng lại do sự tạo thành các lớp hàng rào chắc chắn xung quanh 

tiểu phân, ngăn cản quá trình hydrat hóa tiếp theo. Ngược lại, trong môi trường dung 

dịch đệm phosphat pH 4,5, quá trình hydrat hóa màng film diễn ra nhanh ngay khi 

tiểu phân proliposome BBR tiếp xúc môi trường để hình thành những túi xung quanh 

bề mặt tiểu phân, tạo bề mặt xốp giúp môi trường dễ dàng len lỏi vào trong để hòa 

tan nhân manitol và quá trình hydrat hóa diễn ra nhanh chóng. Trong môi trường pH 

6,8, lớp màng film thấm nước và nhanh chóng tạo thành sợi nhung mao xung quanh 

tiểu phân, sợi này lại được thấm môi trường và hydrat hóa tiếp tục để tạo thành những 

túi nhỏ, hình thành lớp túi xốp bao bọc tiểu phân. Điều này tạo ra các kênh thấm nước 

vào trong nhân manitol và hòa tan nhân dần dần. Các bóng xốp mất vị trí bám và 

phân tán ra môi trường để tiếp tục hydrat hóa tạo liposome.     

d. Đánh giá khả năng giải phóng dược chất  

Khả năng giải phóng dược chất BBR từ proliposome được đánh giá bằng 

phương pháp thử độ hòa tan trên thiết bị thử hòa tan Erweka kiểu cánh khuấy theo 

hướng dẫn của Dược điển Việt Nam V, phụ lục 11.4 [2], có thay đổi cho phù hợp với 

nghiên cứu. Các môi trường thử mô phỏng bậc thang pH trong đường tiêu hóa như 

pH1,2 của dịch vị (dung dịch acid HCl 0,1N), pH 4,5 ở tá tràng pH 6,8 ở đầu ruột 

non. Khả năng giải phóng dược chất ở môi trường acid rất thấp, có khoảng 25% dược 

chất được giải phóng trong 4 giờ đầu và chỉ có khoảng 50 % BBR được giải phóng 

trong vòng 24 giờ. Phần trăm giải phóng dược chất thấp ở môi trường pH 1,2 trong 

nghiên cứu này cũng phù hợp với các nghiên cứu khác về đánh giá giải phóng dược 

chất từ proliposome như nghiên cứu của Janga và cộng sự [68], Jia và cộng sự [69]. 

Tuy nhiên, trong môi trường đệm phosphat pH 4,5, tỉ lệ giải phóng dược chất trong 4 

giờ đầu đạt đến 70%, trong lúc đó tỉ lệ này ở trong môi trường đệm phosphat pH 6,8 

là 60%. Trong vòng 12 giờ, BBR giải phóng đến 90% trong môi trường pH 4,5. Tỉ lệ 

này trong môi trường đệm phosphat pH 6,8 là 80% và kéo dài giải phóng đến 24 giờ 
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thì đạt khoảng 85%. Sự khác nhau về tỉ lệ giải phóng dược chất BBR từ proliposome 

BBR trong môi trường đệm phosphat pH 4,5 và pH 6,8 cũng phù hợp với tỉ lệ giải 

phóng dược chất từ liposome BBR. Điều này cũng được giải thích là do trong môi 

trường acid, liposome bị phá hủy cấu trúc nhanh hơn so với môi trường có pH cao. 

Tuy nhiên, có sự khác nhau về giải phóng dược chất trong môi trường acid rất thấp 

(pH1,2) từ proliposome BBR và liposome BBR. Proliposome BBR giải phóng dược 

chất rất chậm trong môi trường acid bởi vì màng film khó hydrat hóa và trở thành 

một màng bảo vệ chắc chắn như kết quả thử nghiệm hydrat hóa trên (hình 3.25). 

Ngược lại, BBR lại giải phóng dược chất rất nhanh từ liposome do cấu trúc liposome 

bị phá hủy nhanh ở pH acid thấp. Như vậy, proliposome có thể được coi là một hệ 

mang dược chất có thể hoàn nguyên thành liposome sau khi qua khỏi dạ dày. Vì vậy, 

proliposome có ưu điểm hơn liposome là không những bảo vệ được dược chất khỏi 

sự phân hủy bởi acid dịch vị mà còn là tiền liposome, giúp khắc phục được nhược 

điểm bị phá hủy cấu trúc bởi acid dịch vị của liposome.      

e. Đánh giá liposome tạo thành từ proliposome BBR 

Khả năng tạo thành liposome của proliposome được đánh giá bằng phương 

pháp thử hydrat hóa proliposome trong 3 môi trường mô phỏng bậc thang pH đường 

tiêu hóa. Trong hai môi trường dung dịch đệm phosphat pH 4,5 và dung dịch đệm 

phosphat pH 6,8, proliposome BBR dễ dàng hydrat hóa màng film để tạo thành 

liposome (hình 3.23, 3.24). Tuy nhiên, khả năng hydrat hóa thành liposome của 

proliposome BBR trong môi trường acid dịch vị gặp nhiều khó khăn do lớp film ban 

đầu trương phồng lên rồi ngay lập tức co lại và trở thành màng bảo vệ prolipsome 

(hình 3.22). 

Trong môi trường nước, proliposome BBR sau khi được lắc với nước cất ở 37o 

được tiếp tục ủ ở 37 oC trong vòng 5-20 phút để đảm bảo quá trình hydrat hóa được 

xảy ra hoàn toàn. Kỹ thuật này được áp dụng dựa trên phương pháp của Jia và cộng 

sự sử dụng để hydrat hóa proliposome BBR bào chế bằng phương pháp đối dung môi 

siêu tới hạn [69].  

Liposome tạo thành từ proliposome được soi tươi dưới kính hiển vi điện tử 

truyền qua (TEM), sử dụng kỹ thuật nhuộm bằng uranyl acetat để có thể quan sát rõ 

nét hình thái của liposome. Hình thái của liposome quan sát được có hình cầu đều 
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đặn, có kích thước đo được trong vi trường xấp xỉ 50 nm. Kích thước này cũng nằm 

trong khoảng phân bố kích thước của liposome BBR đo được bằng kỹ thuật nhiễu xạ 

ánh sáng động (hình 3.19).  

Hiệu suất nạp của liposome tạo thành từ proliposme BBR là 87,8 ± 1,0%, xấp 

xỉ với hiệu suất nạp của liposome bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film (87,5 ± 

0,6%). Như vậy, mặc dù liposome BBR được bào chế bằng hai phương pháp khác 

nhau, nhưng cùng một công thức bào chế và cùng cơ chế tráng film nên hiệu suất nạp 

là tương đương nhau. Tuy nhiên, phương pháp bào chế prolipome khắc phục được 

nhược điểm của liposome khi di chuyển qua vùng pH acid trong đường tiêu hóa, 

nhược điểm này đã được báo cáo bởi He và cộng sự [59]. Ngoài ra, phân bố KTTP 

của liposome tạo thành từ proliposome đã được báo cáo đồng nhất hơn so với 

liposome bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film thông thường [61], [133]. 

4.4. VỀ ĐÁNH GIÁ SINH KHẢ DỤNG IN VIVO CỦA LIPOSOME BERBERIN  

4.4.1. Phương pháp đánh giá 

4.4.1.1. Đối tượng thử, mô hình dược động học và liều dùng 

Về đối tượng thử, có nhiều nghiên cứu về dược động học đường uống của 

BBR và hầu hết các thí nghiệm đều tiến hành trên chuột cống [51], [54], [88], [94], 

[164]. Tuy nhiên, rất ít nghiên cứu dược động học đường uống của liposome BBR 

hoặc proliposome BBR. Gần đây, có hai nghiên cứu về lĩnh vực này gồm nghiên cứu 

về dược động học đường uống của liposome BBR trên thỏ của Nguyen [110] và 

proliposome BBR trên chuột cống của Jia [69]. Trong nghiên cứu của luận án, chuột 

cống được lựa chọn làm đối tượng thử do có nhiều ưu điểm như có thể lấy máu được 

nhiều thời điểm và enzym chuyển hóa của chuột cống giống với người. 

Về mô hình dược động học, nghiên cứu chọn mô hình không ngăn để tính toán 

các thông số dược động học. Mô hình này cũng được áp dụng trong các nghiên cứu 

trước của Zuo 2006 [164], Fan 2013 [51], Gong 2014 [54].  

Về liều dùng, sinh khả dụng của BBR được nghiên cứu với nhiều liều dùng 

khác nhau trên chuột cống: 25 mg/kg [54], 40 mg/kg [164], 90 mg/kg [88], [95], và 

100 mg/kg [51]. Sinh khả dụng của liposome BBR hoặc proliposome BBR được 

nghiên cứu với liều tương tương BBR 5 mg/kg trên thỏ [110] và 150 mg/kg trên chuột 
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cống [69], song song nghiên cứu SKD của hỗn dịch BBR với liều như lô thử. Trong 

nghiên cứu của luận án, liposome BBR được sử dụng với liều tương đương với BBR 

100 mg/kg trên chuột cống, có so sánh đối chứng với hỗn dịch quy ước BBR với cùng 

mức liều. 

4.4.1.2. Thời điểm và vị trí lấy mẫu máu 

Trong các nghiên cứu trước, thời điểm lấy mẫu máu để xác định thông số dược 

động học trên chuột cống được thực hiện ở 7 thời điểm [164], 12 thời điểm [51], [69], 

14 thời điểm [54], [88]. Thời gian lấy mẫu máu được thực hiện sau thời gian uống thuốc 

24 giờ [69], 36 giờ [51], [54], [164], thậm chí kéo dài đến 60 giờ [88]. Trong nghiên cứu 

của luận án, số thời điểm lấy mẫu máu là 14 và thời gian lấy máu kéo dài sau thời gian 

uống thuốc 36 giờ. 

Có nhiều vị trí lấy mẫu máu chuột cống như tĩnh mạch chủ bụng dưới [164], tĩnh 

mạch xoang mắt [51], [69], [95], tĩnh mạch cổ [54]. Lấy máu tĩnh mạch mắt thì phải thực 

hiện bước gây mê theo yêu cầu về đạo đức nghiên cứu trên động vật của Ủy ban Y tế 

Châu Âu. Tĩnh mạch đùi được lựa chọn là vị trí lấy mẫu máu trong nghiên cứu bởi thao 

tác thuận tiện, không cần phẫu thuật nhưng vẫn lấy được mẫu chính xác.  

4.4.1.3. Phương pháp xử lý mẫu 

Để chiết BBR từ máu chuột, có thể thực hiện các phương pháp chiết lỏng-lỏng 

hoặc tủa protein [32], [88]. Phương pháp kết tủa protein được lựa chọn cho  nghiên 

cứu của luận án bởi so với phương pháp chiết lỏng-lỏng, phương pháp kết tủa protein 

với dung môi acetonitril có ưu điểm là đơn giản, dễ thực hiện và hiệu suất chiết cao 

[32].    

4.4.1.4. Phân tích berberin trong huyết tương chuột bằng phương pháp LC-MS/MS 

BBR có sinh khả dụng đường uống thấp (dưới 10%) do bị chuyển hóa ngay 

tại ruột, chịu tác động của bơm tống thuốc, bị đào thải theo chu trình gan-ruột [161]. 

Mặt khác, mẫu huyết tương có nhiều thành phần phức tạp nên việc định lượng nồng 

độ BBR trong huyết tương gặp nhiều khó khăn nếu không sử dụng phương pháp phù 

hợp. Phương pháp HPLC được sử dụng khi định lượng BBR trong máu thỏ [110]. 

Tuy nhiên trong máu chuột chủ yếu được định lượng bằng phương pháp LC-MS/MS 

[32], [51], [54], [88], [95]. Phương pháp LC-MS/MS cũng được lựa chọn cho nghiên 
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cứu sinh khả dụng BBR trong luận án bởi phương pháp này có độ nhạy, tính chọn 

lọc, độ đúng, độ chính xác cao.  

Ngoài ra, việc sử dụng chuẩn nội giúp giảm sai số trong quá trình phân tích, 

tăng độ tin cậy. Chuẩn nội được sử dụng trong nghiên cứu là glibenclamid bởi thực 

tế khảo sát cho độ nhạy cao hơn so với chất chuẩn nội khác (palmatin).   

Kết quả thẩm định cho thấy, phương pháp phân tích BBR trong huyết tương 

chuột bằng phương pháp LC-MS/MS đạt yêu cầu về các tiêu chí đánh giá dược chất 

trong dịch sinh học theo hướng dẫn chung của EMA [7] và FDA [8].  

4.4.1.5. Mẫu đối chiếu 

Các nghiên cứu về sinh khả dụng của liposome BBR và proliposome BBR đều 

sử dụng mẫu đối chiếu là BBR nguyên liệu [69], [110]. Vì vậy, trong nghiên cứu của 

luận án, hỗn dịch quy ước BBR được pha chế từ nguyên liệu BBR trong dung dịch 

NaCMC 0,5% được lựa chọn làm mẫu đối chiếu.   

4.4.1.6. Phương pháp xử lý số liệu 

Một số phần mềm cho phép tính toán các thông số dược động học đường uống 

của BBR trong máu chuột như DAS version 2.1 [88], DAS version 3.0 [70], Excel 

Solver [32]. Phần mềm Phoenix® được sử dụng để xử lý số liệu dược động học trong 

nghiên cứu của luận án bởi phần mềm này cho phép vừa tính toán các thông số sinh 

khả dụng với nhiều mô hình khác nhau vừa cho phép so sánh tương đương sinh học 

giữa hai chế phẩm.  

4.4.2. Kết quả đánh giá 

Khi so sánh sinh khả dụng đường uống của BBR ở dạng nạp vào proliposome 

với BBR nguyên liệu, Jia và cộng sự đã chứng minh rằng dạng proliposome BBR cho 

sinh khả dụng AUC0-24 trên chuột cống cao hơn dạng BBR nguyên liệu 22,47 lần ở 

mức liều 150 mg/kg cân nặng chuột (n=7) trong thời gian [69]. Trong nghiên cứu của 

luận án, thí nghiệm cũng được tiến hành trên chuột cống với mức liều được thiết kế 

100 mg/kg cân nặng chuột. Sinh khả dụng AUC0-36 của BBR nạp vào liposome cao 

gấp 6,28 lần so với BBR tự do với khoảng tin cậy 90%. Nồng độ đỉnh trong huyết 

tương (Cmax) cao gấp 2,46 lần so với dạng BBR tự do (khoảng tin cậy 90%). Kết quả 
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này cho thấy, BBR khi nạp vào liposome được hấp thu tốt hơn so với dạng tự do do 

tăng tính thấm qua niêm mạc ruột, giảm ảnh hưởng của bơm tống thuốc.     

Thời gian lưu trú trung bình trong máu của BBR của nhóm uống liposome 

BBR khác không có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng uống BBR tự do. Kết quả 

của đề tài cũng phù hợp với Nguyen và cộng sự khi nghiên cứu liposome BBR dùng 

đường uống trên thỏ [110]. Ngoài ra, sự không cải thiện về thời gian lưu trú của 

liposome BBR so với BBR tự do cũng tương tự với kết quả của Ahammed và cộng 

sự khi nghiên cứu sinh khả dụng của liposome rotinavir dùng đường uống [11]. Trong 

nghiên cứu của Ahammed, mặc dù thời gian lưu trú của ritonavir trong máu của 

liposome không khác so với dạng tự do, nhưng thời gian lưu trú của ritonavir ở gan 

của nhóm uống liposome dài hơn so với nhóm uống dạng tự do. Trong nghiên cứu 

của luận án, thời gian lưu trú thuốc ở gan chưa được đánh giá và đó cũng là hạn chế 

của đề tài. 

4.5. VỀ TÁC DỤNG HẠ LIPID MÁU NỘI SINH CỦA LIPOSOME BERBERIN 

4.5.1. Mô hình dược lý, đối tượng thử và liều thử 

Ở người, 70% cholesterol được tổng hợp ở gan và còn lại 30% có nguồn gốc 

ngoại sinh (do thực phẩm cung cấp). Vì vậy mô hình đánh giá tác dụng hạ lipid máu 

nội sinh được lựa chọn trong nghiên cứu của luận án. Đây cũng là mô hình cho kết 

quả nhanh, phù hợp với nghiên cứu sàng lọc ban đầu [6]. Bước đầu tiên để đánh giá 

mô hình là gây tăng lipid máu nội sinh.  

Trong các chất dùng để gây tăng lipid máu nội sinh thì Poloxamer 407 với 

đường tiêm màng bụng được cho là nhanh, kéo dài thời gian tác dụng và nồng độ 

trong huyết tương ổn định hơn [104]. Mô hình nghiên cứu của Leon và cộng sự cho 

thấy P-407 sử dụng với liều 0,5 g/kg trên chuột nhắt làm tăng cả TG và TC huyết 

tương và TG ở gan [87]. Liều 300 mg/kg chuột cống làm tăng cholesterol máu trong 

thời gian tối thiểu 96 giờ [71]. Trong mô hình nghiên cứu của Tạ Thu Thủy, P-407 

được tiêm phúc mạc với liều đơn 200 mg/kg trên chuột nhắt làm tăng rõ rệt nồng độ 

TC (203%), non-HDL-C  (247%) và TG (913%) trong huyết tương so với nhóm 

chứng với p < 0,001, tăng HDL-C (13,4%) so với nhóm chứng (p < 0,05) [5]. Như 
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vậy, với liều từ 200 mg/kg đến liều 0,5 g/kg chuột nhắt đều cho kết quả làm tăng tốt 

nồng độ lipid máu nội sinh. Vì vậy, mô hình nghiên cứu trên chuột nhắt với liều thấp 

200mg/kg tiêm phúc mạc được chọn cho nghiên cứu trong luận án, vừa tiết kiệm vừa 

an toàn và hiệu quả. Thời điểm lấy mẫu để điểm tra nồng độ lipid máu là 24 giờ sau 

khi tiêm P-407 bởi theo nghiên cứu của Leon và cộng sự, tại thời điểm này, nồng độ 

lipid máu nội sinh đạt cực đại, sau đó giảm dần về giá trị bình thường [87]. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy, ở các lô chuột được tiêm màng bụng P-407, các chỉ số TC, LDL-

C và TG đều tăng lên rõ rệt với tỉ lệ tăng lần lượt là 103,3% (p <0,001), 2117,6% 

(p<0,001), 583,9% (p< 0,001) so với lô chứng sinh lý.    

Về đối tượng thử, chuột nhắt được lựa chọn cho nghiên cứu của luận án vì chuột 

nhắt rẻ tiền nhưng vẫn đảm bảo được hiệu quả của thí nghiệm [5].  

Về liều thử, có 2 liều được nghiên cứu là 50 mg/kg và 100 mg/kg cân nặng 

chuột. Liều này được xác định căn cứ vào giá trị liều trong các nghiên cứu về sinh 

khả dụng trước đây: liều proliposome BBR tương ứng với BBR 150 mg/kg trên chuột 

cống [69], liều 100 mg/kg [51], 90 mg/kg [88], [95], 40 mg/kg [164], 25 mg/kg[54]. 

4.5.2. Chứng dương 

Chứng dương sử dụng trong nghiên cứu là atorvastatin. Mức liều atorvastatin 

được lựa chọn trong mô hình gây tăng lipid máu nội sinh trên chuột nhắt là 20 mg/kg. 

Liều này được nghiên cứu là cho tác dụng hiệu quả trên mô hình gây tăng lipid máu 

nội sinh [71].  

Kết quả trong nghiên cứu cho thấy, atorvastatin có tác dụng làm giảm rõ rệt 

TC và LDL-C với tỉ lệ giảm lần lượt là 20,2% và 34,7% so với lô chứng bệnh 

(p<0,05). Trên TG, atorvastatin không có tác dụng làm giảm nồng độ này. Kết quả 

của luận án cũng phù hợp với kết quả của các nghiên cứu trước về tác dụng của 

atorvastatin trong điều trị rối loạn lipid máu trên chuột thực nghiệm [5].   

4.5.3. Mẫu đối chiếu và kết quả đánh giá 

Mẫu đối chiếu được chọn là hỗn dịch quy ước của BBR pha trong dung dịch 

NaCMC 0,5% với liều 100 mg/kg cân nặng chuột nhắt. Với liều này, BBR không có 

tác dụng làm giảm các chỉ số TC, LDL và TG và cũng không làm thay đổi nồng độ 
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HDL (p > 0,05). Kết quả này khác với kết quả nghiên cứu của Kim và cộng sự [79], 

tác giả đã báo cáo BBR với liều BBR 50 mg/kg và 100 mg/kg đã làm giảm nồng độ 

TC, LDL-C, TG và làm tăng HDL-C trên chuột cống so với nhóm chứng một cách 

có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) trên mô hình gây tăng lipid máu chuột cống bởi P-407 

với liều 500 mg/kg tiêm phúc mạc. Sự khác nhau về khả năng ảnh hưởng đến thông 

số lipid máu trong kết quả của luận án và kết quả nghiên cứu của Kim [79] là do sự 

khác nhau trong thiết kế nghiên cứu về liều và đối tượng thử: nghiên cứu của luận án 

thực hiện với liều P-407 là 200 mg/kg trên chuột nhắt. Trong khi đó nghiên cứu của 

Kim, P-407 được sử dụng với liều 500 mg/kg trên chuột cống.   

Trong lúc mẫu đối chiếu không có tác dụng làm giảm các chỉ số lipid trên 

chuột nhắt một cách có ý nghĩa thống kê thì mẫu thử liposome BBR với liều tương 

đương BBR 50 mg/kg chuột làm giảm chỉ số LDL-C 54,1% (p <0,01) và TG 37,6% 

(p <0,05) so với lô chứng bệnh trên cùng đối tượng thử. Liposome BBR với liều 

tương đương 100 mg/kg chuột làm giảm cả 3 chỉ số TC, LDL-C và TG với mức giảm 

lần lượt là 15,8 % (p < 0,05), 57,0% (p < 0,01), 38,2% (p < 0,05).  

Sự khác biệt về tác dụng làm giảm lipid máu nội sinh của liposome BBR so 

với hỗn dịch BBR quy ước bởi do sinh khả dụng của liposome BBR cao hơn hỗn dịch 

quy ước 6,28 lần (hình 3.35, bảng 3.34 và bảng 3.35). Với sinh khả dụng cao, nồng 

độ BBR trong máu của nhóm chuột uống liposome BBR đủ để ức chế quá trình tăng 

sinh tổng hợp cholesterol nội sinh và làm đảo ngược quá trình ức chế sự biểu hiện 

của LDL-receptor gây ra bởi P-407 [87]. Ngược lại, hỗn dịch quy ước có sinh khả 

dụng thấp nên không gây ra được tác dụng này.  

Trong mô hình gây tăng lipid máu nội sinh của luận án, P-407 không gây tăng 

nồng độ HDL-C máu. Các chứng dương, hỗn dịch quy ước và liposome BBR cả 2 

liều đều không ảnh hưởng đến nồng độ HDL-C. Kết quả này cũng tương đồng với 

kết quả của các nghiên cứu trước [30], [160].   
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4.6. ĐÓNG GÓP MỚI CỦA ĐỀ TÀI 

Đề tài đã có những đóng góp mới sau: 

 1. Xây dựng được công thức và quy trình bào chế liposome BBR bằng 2 phương 

pháp tiêm ethanol và hydrat hóa film, xác định được cấu trúc và đặc tính của liposome 

BBR bào chế. Liposome BBR bào chế được có KTTP nhỏ (KTTP trung bình < 200 

nm) và phân bố KTTP hẹp (chỉ số đa phân tán PDI < 0,3), hiệu suất liposome hóa cao 

(>85%), giải phóng dược chất kéo dài trong môi trường đệm phosphat pH 6,8 trên 12 

giờ.   

 2. Xây dựng được công thức và quy trình bào chế proliposome BBR bằng 

phương pháp bao hạt nhằm tăng độ ổn định, thuận lợi trong mở rộng quy mô và hướng 

tới ứng dụng vào dạng thuốc dùng qua đường uống. Proliposome BBR sau khi phân 

tán vào nước tạo thành liposome có đặc tính tương tự như liposome BBR bào chế 

bằng phương pháp hydrat hóa film, nhưng có hàm lượng dược chất cao hơn, khắc 

phục được nhược điểm kém ổn định của liposome.  

 3. Xây dựng và thẩm định được phương pháp định lượng BBR trong huyết 

tương chuột cống. Phương pháp có tính khả thi, có thể áp dụng cho nghiên cứu SKD 

của BBR và đã chứng minh được liposome BBR với liều tương ứng BBR 100 mg/kg 

có khả năng cải thiện SKD của BBR dùng đường uống trên chuột cống (Các giá trị 

Cmax và AUC0-36 h của nhóm uống liposome BBR lần lượt cao gấp 2,46 lần và 6,28 

lần so với các giá trị này ở nhóm uống hỗn dịch quy ước BBR). 

 4. Đã chứng minh được liposome BBR có khả năng làm hạ lipid máu nội sinh 

trên chuột nhắt tốt hơn so với BBR tự do. Liposome BBR liều tương ứng với BBR 

50 mg/kg và 100 mg/kg làm giảm LDL-C lần lượt ở mức 54,11% và 57,0% so với lô 

chứng bệnh (p<0,001), giảm TG lần lượt ở mức 37,7% và 38,2% (p<0,05).  
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KẾT LUẬN VÀ ĐỀ XUẤT 

KẾT LUẬN 

1. Đã xây dựng công thức và quy trình bào chế liposome BBR và proliposome 

berberin ở quy mô phòng thí nghiệm 

Trong nội dung thực nghiệm của luận án, liposome BBR đã được bào chế bằng 

phương pháp tiêm ethanol và hydrat hóa film. Thành phần công thức cấu tạo nên 

liposome gồm BBR, -TP, NaDC và lipid với tỉ lệ mol BBR : -TP : NaDC : lipid = 

8 : 2 : 2 : 9. Trong đó lipid gồm HSPC và DSPG với tỉ lệ mol HSPC : DSPG = 4 : 6. 

Cấu trúc và đặc tính của liposome BBR đã được đánh giá. Liposome BBR bào chế 

được có KTTP nhỏ (KTTP trung bình < 200 nm), phân bố KTTP hẹp (PDI < 0,3), 

hiệu suất liposome hóa cao (>85%), kéo dài giải phóng dược chất trong môi trường 

pH 6,8 trên 24 giờ (đối với liposome bào chế bằng phương pháp hydrat hóa film).  

Công thức và quy trình bào chế proliposome BBR bằng phương pháp bao hạt 

trên thiết bị bao tầng sôi đã được xây dựng nhằm tăng độ ổn định, thuận lợi trong mở 

rộng quy mô và hướng tới ứng dụng vào dạng thuốc dùng qua đường uống. Thông số 

quy trình bào chế proliposome BBR quy mô 200 g/mẻ trên thiết bị bao tầng sôi được 

lựa chọn gồm nhiệt gió vào 45 oC, áp suất đầu súng phun 1,2 bar, tốc độ phun 4,5 ml, 

tốc độ thổi khí 45%. Sản phẩm bào chế đạt yêu cầu về độ ổn định các đặc tính như 

hình thức, hàm lượng, giải phóng dược chất, khả năng tạo thành liposome sau thời 

gian bảo quản 6 tháng ở điều kiện thực và lão hóa cấp tốc. Proliposome BBR sau khi 

phân tán vào nước tạo ra liposome BBR có đặc tính tương tự như liposome bào chế 

bằng phương pháp hydrat hóa film nhưng có hàm lượng dược chất cao hơn và khắc 

phục được nhược điểm kém ổn định của liposome. 

2. Đã đánh giá được sinh khả dụng đường uống của liposome berberin và tác dụng 

hạ lipid máu nội sinh của liposome berberin trên động vật thực nghiệm 

Kết quả đánh giá SKD của liposome BBR trên chuột cống cho thấy rằng hệ 

mang dược chất liposome có khả năng cải thiện SKD của BBR dùng đường uống 

(Cmax tăng 2,46 lần, AUC0-36 h tăng 6,28 lần, AUC0-∞ tăng 5,53 lần).  

Liposome BBR tạo thành từ proliposome BBR với liều tương ứng BBR 50 

mg/kg cân nặng có tác dụng làm giảm 2 chỉ số lipid máu trên chuột nhắt được gây 
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tăng cholesterol máu nội sinh với LDL-C giảm 54,1% (p <0,01) và TG giảm 37,6% 

(p <0,05) so với lô chứng bệnh. Liposome BBR với liều tương đương BBR 100 mg/kg 

chuột làm giảm cả 3 chỉ số TC, LDL-C và TG với mức giảm lần lượt là 15,8 % (p < 

0,05), 57,0% (p < 0,01), 38,2% (p < 0,05). Trong khi đó, BBR tự do với liều 100 

mg/kg không làm giảm các chỉ số cholesterol và triglycerid một cách có ý nghĩa thống 

kê.  

ĐỀ XUẤT 

- Tiếp tục nâng cấp quy mô bào chế proliposome BBR 

- Nghiên cứu đưa proliposome BBR vào dạng bào chế. 
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PHỤ LỤC 1. THẨM ĐỊNH PHƯƠNG PHÁP ĐỊNH LƯỢNG 

Phụ lục 1.1a. Phổ hấp thụ của BBR trong 2 môi trường nước và ethanol 96% 

 

 

Hình PL1.1a- Phổ hấp thụ của BBR trong 2 môi trường nước và ethanol 96% 
  

 

 

  



Phụ lục 1.1b. Đồ thị biểu diễn mối tương quan tuyến tính giữa mật độ quang 

với nồng độ BBR trong dung môi ethanol 96% 

 

Hình PL1.1b. Đồ thị biểu diễn mối tương quan tuyến tính giữa mật độ quang với 

nồng độ BBR trong ethanol 96 % 

 

Phụ lục 1.1c. Đồ thị biểu diễn mối tương quan tuyến tính giữa mật độ quang 

với nồng độ BBR trong dung môi nước cất 

 

 

 

Hình PL1.1c. Đồ thị biểu diễn mối tương quan tuyến tính giữa mật độ quang với 

nồng độ BBR trong nước cất 
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Phụ lục 1.2a. Tính thích hợp của hệ thống  

Bảng 1.2a. Kết quả đánh giá tính thích hợp của hệ thống HPLC 

STT 
Thời gian lưu 

tR (phút) 

Diện tích pic 

(mAU.giây) 

Số đĩa lý 

thuyết 

1 3,60 154,95 13596 

2 3,60 153,86 13932 

3 3,62 154,03 13686 

4 3,62 153,78 13636 

5 3,63 154,49 13799 

6 3,63 154,32 13712 

TB 3,62 154,24 13727 

RSD (%) 0,33 0,29 0,89 

 

Phụ lục 1.2b. Tính chọn lọc- độ đặc hiệu của phương pháp HPLC (mẫu trắng, 

mẫu chuẩn 5 g/ml, mẫu thử 5 g/ml) 

 

Hình PL-1.2b.1. Sắc ký đồ mẫu trắng 



 

Hình PL-1.2b.2. Sắc ký đồ mẫu chuẩn 

 

Hình PL-1.2b.3. Sắc ký đồ mẫu thử 

 

 

 

 

  



Phụ lục 1.2c. Sự phụ thuộc tuyến tính giữa diện tích pic với nồng độ BBR (mẫu 

chuẩn 5 g/ml) 

Lần Diện tích píc ( mAU*giây) 

Nồng độ 

2,5 g/ml 

Nồng độ 

5 g/ml 

Nồng độ 

10 g/ml 

Nồng độ 

20 g/ml 

Nồng độ 

25 g/ml 

Nồng độ 

50 g/ml 

1 34,97 156,50 325,82 653,24 862,07 1664,80 

2 34,86 155,99 325,12 651,80 859,84 1661,66 

3 34,68 154,49 325,16 653,07 860,76 1694,10 

Diện tích 

pic TB 

34,84 155,66 325,37 652,70 860,89 1673,52 

SD 0,15 1,04 0,39 0,79 1,12 17,89 

RSD (%) 0,42 0,67 0,12 0,12 0,13 1,07 

 

Phụ lục 1.2d. Mối tương quan tuyến tính giữa diện tích pic và nồng độ BBR 

trong phương pháp định lượng berberin bằng HPLC 

 

Hình PL1.2d. Đường biểu diễn mối tương quan giữa diện tích pic và nồng độ BBR 

trong phương pháp định lượng BBR bằng HPLC 

Phụ lục 1.2e. Độ chính xác của phương pháp định lượng berberin bằng HPLC 

Bảng PL-1.2e. Kết quả đánh giá độ chính xác của phương pháp HPLC khi định lượng 

BBR 

Phép 

thử 

Mức 

nồng độ 

(µg/ml) 

Nồng độ 

mẫu pha 

(µg/ml) 

Diện tích 

pic 

(mAU.giây) 

Nồng độ 

tìm lại 

(µg/ml) 

Tỉ lệ 

thu hồi 

(%) 

Trung 

bình 

(%) 

RSD 

(%) 

1 
4 

3,89 108,64 3,93 101,14 
100,51 0,91 

2 4,09 114,68 4,07 99,47 

y = 34.224x - 24.541
R² = 0.9989
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3 4,29 124,79 4,33 100,93 

4 

5 

4,91 143,67 4,92 100,15 

100,63 0,68 5 5,21 156,43 5,29 101,41 

6 5,32 158,03 5,33 100,34 

7 

6 

5,64 170,54 5,70 101,09 

100,34 0,66 8 6,27 190,17 6,27 100,01 

9 6,92 212,22 6,91 99,92 

 Trung bình 100,49 0,74 

 

Phụ lục 1.2f. Độ chụm của phương pháp định lượng berberin bằng HPLC  

Bảng PL-1.2f. Kết quả khảo sát độ chụm của phương pháp 

STT 
Khối lượng mẫu 

thử (g) 

Diện tích pic 

(mAU.giây) 

Hàm lượng 

BBR (%) 

1 0,0684 151,42 15,02 

2 0,0705 155,79 14,94 

3 0,0721 157,30 14,75 

4 0,0720 157,12 14,75 

5 0,0694 150,79 14,77 

6 0,0712 158,03 14,97 

TB  14,87 

RSD (%)  0,84 

 

Phụ lục 1.3a. Kết quả đánh giá tính thích hợp của hệ thống LC-MS/MS 

Bảng PL1.3a. Kết quả đánh giá tính thích hợp của hệ thống LC-MS/MS (n=6) 

STT 

BBR IS Tỷ  lệ diện tích 

tR (phút) 
Diện tích 

(a.u) 
tR (phút) 

Diện tích 

(a.u) 
BBR/IS 

1 0,80 4215 1,67 2316 1,82 

2 0,80 4319 1,67 2263 1,91 

3 0,79 4552 1,68 2409 1,89 

4 0,79 4527 1,68 2397 1,89 

5 0,79 4514 1,67 2410 1,87 

6 0,79 4215 1,67 2328 1,81 

TB 0,79 4390,3 1,67 2353,8 1,87 

RSD (%) 0,7 3,6 0,3 2,6 2,2 



 

 

Phụ lục 1.3b.  Phổ đại diện của mẫu SST (system stability test) ghi lại thời gian 

lưu của BBR và IS 

 

Hình PL-1.3b. Phổ đại diện của mẫu SST ghi lại thời gian lưu của BBR và IS 

Phụ lục 1.4a 

Bảng 3.5. Kết quả đánh giá tính chọn lọc - độ đặc hiệu của hệ thống LC-MS/MS 

STT 

Tại thời gian lưu của BBR Tại thời gian lưu của IS 

Đáp ứng 

pic của 

mẫu 

trắng 

(a.u) 

Đáp ứng 

pic của 

mẫu 

LLOQ 

(a.u) 

Tỉ lệ đáp ứng 

pic của mẫu 

trắng/LLOQ 

(%) 

Đáp ứng 

pic của 

mẫu 

 trắng 

(a.u) 

Đáp ứng 

pic trung 

bình của 

mẫu CC-

QC (a.u) 

Tỉ lệ đáp 

ứng pic 

của mẫu 

trắng/CC-

QC (%) 

1 7 95 7,4 1 

3361 

0,0 

2 5 64 7,8 0 0,0 

3 3 59 5,1 3 0,1 

4 5 67 7,5 2 0,1 

5 3 78 3,8 1 0,0 

6 6 68 8,8 1 0,0 

 

  



Phụ lục 1.4b.  Phổ ion tạo thành của BBR và glibenclamid (IS) 

 

Hình PL-1.4b.1. Phổ ion tạo thành của BBR 

Hình PL-1.4b..2. Phổ ion tạo thành của glibenclamid (IS) 

  



Phụ lục 1.4c. 

 

Hình PL-1.4.c. Sắc ký đồ LC-MS/MS đại diện của BBR và IS trong mẫu huyết tương 

chuột: (A) mẫu huyết tương trắng; (B) mẫu huyết tương trắng có chứa IS và BBR ở 

nồng độ LLOQ. 

Phụ lục 1.5. Kết quả khảo sát đường chuẩn theo mô hình tuyến tính trọng số 

1/x2 

Bảng PL1.5. Kết quả khảo sát đường chuẩn theo mô hình tuyến tính trọng số 1/x2 

Mẫu 

Nồng 

độ thực 

(ng/ml) 

Đường chuẩn 1 Đường chuẩn 2 Đường chuẩn 3 

Tỷ lệ 

BBR/IS 

Độ đúng 

(%) 

Tỷ lệ 

BBR/IS 

Độ đúng 

(%) 

Tỷ lệ 

BBR/IS 

Độ đúng 

(%) 

S1 0,2 0,017 99,7 0,021 102,0 0,023 98,5 

S2 0,5 0,044 94,8 0,046 94,9 0,053 103,6 

S3 1,0 0,105 109,5 0,094 101,1 0,099 99,7 

S4 2,0 0,206 105,6 0,183 99,5 0,198 101,5 

S5 8,0 0,779 98,8 0,677 93,2 0,755 98,1 

S6 12,0 1,178 99,5 1,098 101,0 1,163 101,0 

S7 20,0 1,926 97,5 1,873 103,4 1,916 99,9 

S8 25,0 2,337 94,6 2,375 105,0 2,340 97,7 

Phương trình 

hồi quy  

(y = ax + b) 

a = 0,0924 a = 0,0904 a = 0,0957 

b = 0,00174 b = 0,00289 b = 0,00387 

r = 0,9998 r = 0,9989 r = 0,9997 

 



Phụ lục 1.6. Kết quả xác định giới hạn định lượng dưới 

Bảng PL 1.6.1. Đáp ứng pic của mẫu LLOQ và mẫu zero tại thời điểm trùng với 

thời gian lưu của BBR 

STT 

Ngày thứ nhất Ngày thứ 2  Ngày thứ 3 

Đáp ứng 

pic của 

mẫu 

Zero 

(a.u) 

Đáp ứng 

pic của 

mẫu LLOQ 

(a.u) 

Đáp ứng 

pic của 

mẫu 

Zero 

(a.u) 

Đáp ứng 

pic của 

mẫu 

LOQ 

(a.u) 

Đáp ứng 

pic của 

mẫu 

Zero 

(a.u) 

Đáp ứng 

pic của 

mẫu 

LLOQ 

(a.u) 

1 

2 

83 

5 

74 

2 

41 

2 72 81 58 

3 68 70 47 

4 80 53 41 

5 63 54 55 

6 68 66 57 

TB 72 66 50 

Tỉ số 

đáp 

ứng 

LLOQ

/Zero 

(S/N) 

 36,2  13,3  24,9 

Bảng PL 1.6.2. Độ chính xác, độ lặp lại của mẫu LLOQ (Cthực=0,2 ng/mL) 

STT 

Ngày thứ nhất Ngày thứ 2 Ngày thứ 3 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

1 0,228 114,0 0,239 116,3 0,175 85,7 

2 0,223 111,5 0,227 111,9 0,208 103,8 

3 0,198 99,0 0,210 104,8 0,189 94,2 

4 0,206 103,0 0,173 84,4 0,171 83,0 

5 0,175 87,5 0,178 87,6 0,214 106,5 

6 0,185 92,5 0,192 95,8 0,225 111,1 

TB 0,203 101,3 0,203 100,1 0,199 97,4 

CV (%) 10,3 10,3 13,1 13,0 11,2 11,9 

TB (n = 18) 0,201 99,6 

CV% (n = 18) 11,0 11,2 



Phụ lục 1.7. Bảng kết quả thẩm định độ đúng, độ chính xác trong ngày và khác 

ngày về nồng độ BBR trong huyết tương bằng pp LC-MS/MS 

Bảng PL-1.7.1 Kết quả khảo sát độ chính xác - độ lặp lại trong ngày – ngày 1 

STT 

Mã CC: CC06032021 

LLOQ: 0,200 

(ng/mL) 

LQC: 0,600 

(ng/mL) 

MQC: 10,000 

(ng/mL) 

HQC: 18,000 

(ng/mL) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

1 0,228 113,9 0,580 96,6 10,236 102,4 17,452 97,0 

2 0,223 111,7 0,545 90,8 9,661 96,6 17,868 99,3 

3 0,198 98,8 0,534 89,0 8,648 86,5 18,531 102,9 

4 0,206 102,8 0,568 94,6 9,570 95,7 18,012 100,1 

5 0,175 87,5 0,534 89,0 9,228 92,3 18,081 100,4 

6 0,185 92,3 0,608 101,3 10,396 104,0 18,054 100,3 

TB 0,203 101,2 0,562 93,6 9,623 96,3 18,000 100,0 

CV (%) 10,3 10,3 5,2 5,2 6,7 6,7 1,9 1,9 

 

Bảng PL-1.7.2. Kết quả khảo sát độ chính xác - độ lặp lại trong ngày – ngày 2 

STT 

Mã CC: CC08032021 

LLOQ: 0,200 

(ng/mL) 

LQC: 0,600 

(ng/mL) 

MQC: 10,000 

(ng/mL) 

HQC: 18,000 

(ng/mL) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

1 0,239 119,7 0,636 106,0 10,227 102,3 17,768 98,7 

2 0,227 113,5 0,653 108,8 9,437 94,4 17,387 96,6 

3 0,210 105,2 0,629 104,8 9,405 94,0 16,499 91,7 

4 0,148 73,8 0,609 101,5 9,653 96,5 17,328 96,3 

5 0,154 77,2 0,700 116,7 10,262 102,6 17,355 96,4 

6 0,192 96,2 0,503 83,8 10,047 100,5 17,080 94,9 

TB 0,195 97,6 0,622 103,6 9,839 98,4 17,236 95,8 

CV (%) 19,3 19,4 10,6 10,6 4,0 4,0 2,5 2,4 

 



Bảng PL-1.7.3. Kết quả khảo sát độ chính xác - độ lặp lại trong ngày – ngày 3 

STT 

Mã CC: CC09032021 

LLOQ: 0,200 

(ng/mL) 

LQC: 0,600 

(ng/mL) 

MQC: 10,000 

(ng/mL) 

HQC: 18,000 

(ng/mL) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

Nồng độ 

(ng/mL) 

Độ đúng 

(%) 

1 0,161 80,3 0,570 95,0 11,288 112,9 16,530 91,8 

2 0,208 104,1 0,794 132,4 10,902 109,0 16,335 90,7 

3 0,189 94,7 0,750 125,0 10,765 107,6 16,557 92,0 

4 0,157 78,3 0,629 104,9 11,287 112,9 17,988 99,9 

5 0,214 107,0 0,608 101,3 11,889 118,9 18,428 102,4 

6 0,218 109,1 0,700 116,6 10,983 109,8 18,852 104,7 

TB 0,191 95,6 0,675 112,5 11,186 111,9 17,448 96,9 

CV (%) 14,0 14,2 12,9 12,9 3,6 3,6 6,3 6,3 

Bảng PL-1.7.4. Kết quả khảo sát độ lặp lại khác ngày  

STT Ngày 

LLOQ LQC MQC HQC 

Nồng 

độ 

(ng/mL) 

Độ 

đúng 

(%) 

Nồng 

độ 

(ng/mL) 

Độ 

đúng 

(%) 

Nồng 

độ 

(ng/mL) 

Độ 

đúng 

(%) 

Nồng 

độ 

(ng/mL) 

Độ 

đúng 

(%) 

1 

Ngày 

1 

 

0,228 113,9 0,580 96,6 10,236 102,4 17,452 97,0 

2 0,223 111,7 0,545 90,8 9,661 96,6 17,868 99,3 

3 0,198 98,8 0,534 89,0 8,648 86,5 18,531 102,9 

4 0,206 102,8 0,568 94,6 9,570 95,7 18,012 100,1 

5 0,175 87,5 0,534 89,0 9,228 92,3 18,081 100,4 

6 0,185 92,3 0,608 101,3 10,396 104,0 18,054 100,3 

7 

Ngày 

2 

 

0,239 119,7 0,636 106,0 10,227 102,3 17,768 98,7 

8 0,227 113,5 0,653 108,8 9,437 94,4 17,387 96,6 

9 0,210 105,2 0,629 104,8 9,405 94,0 16,499 91,7 

10 0,148 73,8 0,609 101,5 9,653 96,5 17,328 96,3 

11 0,154 77,2 0,700 116,7 10,262 102,6 17,355 96,4 

12 0,192 96,2 0,503 83,8 10,047 100,5 17,080 94,9 

13 

Ngày 

3  

 

0,161 80,3 0,570 95,0 11,288 112,9 16,530 91,8 

14 0,208 104,1 0,794 132,4 10,902 109,0 16,335 90,7 

15 0,189 94,7 0,750 125,0 10,765 107,6 16,557 92,0 

16 0,157 78,3 0,629 104,9 11,287 112,9 17,988 99,9 

17 0,214 107,0 0,608 101,3 11,889 118,9 18,428 102,4 

18 0,218 109,1 0,700 116,6 10,983 109,8 18,852 104,7 

TB 0,2 98,1 0,6 103,2 10,2 102,2 17,6 97,6 

CV (%) 14,2 14,3 12,6 12,6 8,3 8,3 4,2 4,2 



Phụ lục 1.8. Độ chính xác và độ chụm khi pha loãng mẫu berberin trong 

huyết tương 

Bảng PL1.8. Độ chính xác và độ chụm khi pha loãng 5 lần mẫu BBR trong huyết 

tương nồng độ 90 ng/ml 

STT 
Đáp ứng pic 

BBR (a.u) 

Đáp ứng 

pic IS (a.u) 

Tỉ lệ 

BBR/IS 

Nồng độ 

(ng/mL) 
Độ đúng (%) 

1 4372 1759 2,486 85,864 95,4 

2 4516 1778 2,540 87,743 97,5 

3 4455 1668 2,670 92,260 102,5 

4 4553 1657 2,747 94,945 105,5 

5 4612 1760 2,621 90,553 100,6 

6 4649 1702 2,731 94,370 104,9 

TB 90,956 101,1 

CV (%) 3,6 4,0 

 

Phụ lục 1.9. Tỉ lệ thu hồi trong định lượng BBR bằng phương pháp LC-

MS/MS 

Bảng PL-1.9.1. Tỉ lệ thu hồi của BBR ở 3 mức nồng độ 

STT Mẫu LQC Mẫu MQC  Mẫu HQC 

Huyết 

tương 

(a.u) 

Nền 

mẫu 

(a.u) 

Tỉ lệ thu 

hồi  (%) 

 

Huyết 

tương 

(a.u) 

Nền 

mẫu 

(a.u) 

Tỉ lệ thu 

hồi (%) 

Huyết 

tương 

(a.u) 

Nền 

mẫu 

(a.u) 

Tỉ lệ thu 

hồi (%) 

1 160 158 101,3 2737 2700 101,3 4857 5176 93,8 

2 143 171 83,6 2777 2767 100,4 5253 4958 105,9 

3 168 184 91,3 2824 2949 95,8 4865 5185 93,8 

4 179 173 103,5 2652 2791 95,0 5093 5128 99,3 

5 153 164 93,3 3021 2699 111,9 5087 5093 99,9 

6 187 170 110,3 2769 2844 97,4 5170 5109 101,2 

TB 165 170 97,1 2797 2792 100,2 5054 5018 98,9 

CV 

(%) 

9,9 5,2 9,8 4,4 3,4 6,2 3,2 1,6 4,7 

 

  



Bảng PL-1.9.2. Tỉ lệ thu hồi của glibenclamid (IS) 

STT 

Đáp ứng pic IS (a.u) 

Mẫu trong huyết 

tương 

(có chiết tách) 

Mẫu pha trong nền mẫu 

(không chiết tách) 

1 3222 3181 

2 3311 3136 

3 2885 3939 

4 3416 3770 

5 3180 3479 

6 2955 3406 

7 3151 3543 

8 3181 3328 

9 3306 3464 

10 3434 3686 

11 3116 3390 

12 3282 3400 

13 3032 3746 

14 3334 3385 

15 3256 3746 

16 3557 3938 

17 3392 2973 

18 3318 3432 

Trung bình 3240 3497 

CV (%) 5,3 7,6 

Tỷ lệ thu hồi (%) 92,7 

 



Phụ lục 1.10. Độ ổn định của dung dịch chuẩn gốc 

Bảng PL1.10a. Kết quả đánh giá độ ổn định của dung dịch chuẩn gốc BBR 

Thời gian ổn định 27 ngày 

STT 

Độ ổn định dung dịch gốc Dung dịch gốc mới pha 

Đáp ứng 

pic (a.u) 

Nồng độ 

(µg/mL) 

Đáp ứng 

pic (a.u) 

Nồng độ 

(µg/mL) 

1 5182 

499,9 

5055 

500,4 2 4919 5128 

3 4800 4985 

Trung bình 4967  5056  

CV (%) 3,9  1,4  

% Độ ổn định 98,3 
 

Bảng PL 1.10b. Kết quả đánh giá độ ổn định của dung dịch chuẩn nội (IS) 

Thời gian ổn định 13 ngày 

STT 

Độ ổn định dung dịch gốc Dung dịch gốc mới pha 

Đáp ứng 

pic (a.u) 

Nồng độ 

(µg/ml) 

Đáp ứng 

pic (a.u) 

Nồng độ 

(µg/ml) 

1 
2513351 

269,0 

2461142 

258,0 2 
2518354 2464122 

3 
2556001 2458163 

Trung bình 
2529235 

 
2461142 

 

CV (%) 
0,9 

 
0,1 

 

% Độ ổn định 98,9 
 

Bảng PL1.10c. Độ ổn định trong thời gian ngắn của dung dịch gốc IS ở nhiệt độ phòng 

Thời gian ổn định 3,5 giờ 

STT 

Độ ổn định dung dịch gốc Dung dịch gốc mới pha 

Đáp ứng pic 

(a.u) 

Nồng độ 

(µg/ml) 

Đáp ứng pic 

(a.u) 

Nồng độ 

(µg/ml) 

1 
43645 

254,3 

40132 

249,3 2 
43195 40800 

3 
43322 40435 

Trung bình 
43387 

 
40456 

 

CV (%) 
0,5 

 
0,8 

 



% Độ ổn định 105,1 

 

Phụ lục 1.11. Độ ổn định trong thời gian ngắn của chuẩn nội làm việc 

Bảng PL-1.11. Độ ổn định của dung dịch chuẩn nội làm việc trong 48 giờ 

STT 

Mẫu độ ổn định  Dung dịch IS mới pha 

Đáp ứng pic 

(a.u) 

Nồng độ 

(ng/ml) 

Đáp ứng pic 

(a.u) 

Nồng độ 

(ng/ml) 

1 4977 

251,000 

4890 

251,400 2 4998 4876 

3 4970 5032 

TB 4982  4933  

CV (%) 0,3  1,7  

% Độ ổn định 98,9 

 

Phụ lục 1.12. Độ ổn định của BBR trong huyết tương  

Bảng PL-1.12.1. Độ ổn định huyết tương thời gian ngắn ở nhiệt độ phòng (6 giờ) 

LQCS: 0,600 ng/mL 

STT 
Đáp ứng pic 

của BBR (a.u) 

Đáp ứng pic 

của IS (a.u) 
BBR/IS Nồng độ (ng/mL) 

1 108 1136 0,095 0,509 

2 141 1415 0,100 0,528 

3 115 1385 0,083 0,463 

4 128 1047 0,122 0,677 

5 144 1304 0,111 0,604 

6 144 1301 0,111 0,606 

Trung bình 0,564 

CV (%) 13,9 

% Độ ổn định 94,1 



HQCS: 18,000 ng/mL 

STT 
Đáp ứng pic 

của BBR (a.u) 

Đáp ứng pic 

của IS (a.u) 
BBR/IS Nồng độ (ng/mL) 

1 4475 1429 3,132 18,651 

2 4744 1458 3,254 19,381 

3 4900 1316 3,724 21,818 

4 4476 1554 2,880 17,143 

5 4595 1507 3,048 18,151 

6 4597 1434 3,206 19,093 

Trung bình 19,039 

CV (%) 8,2 

% Độ ổn định 105,8 

 

 

Bảng PL-1.12.2. Độ ổn định huyết tương thời gian dài (52 ngày) 

STT 

LQCS: 0,600ng/mL 

Đáp ứng pic 

của BBR (a.u) 

Đáp ứng pic 

của IS (a.u) 
BBR/IS 

Nồng độ 

(ng/mL) 

1 193 3046 0,063 0,595 

2 195 3099 0,063 0,591 

3 192 2736 0,070 0,667 

4 196 3387 0,058 0,539 

5 160 3083 0,052 0,478 

6 160 3070 0,052 0,481 

Trung bình 0,559 

CV (%) 13,2 

% Độ ổn định 93,1 



STT 

HQCS: 18,000 ng/mL 

Đáp ứng pic 

của BBR (a.u) 

Đáp ứng pic 

của IS (a.u) 
BBR/IS 

Nồng độ 

(ng/mL) 

1 5340 3442 1,551 15,965 

2 5689 3129 1,818 18,721 

3 5374 3235 1,661 17,101 

4 5375 3352 1,604 16,504 

5 5392 3210 1,680 17,290 

6 5296 2916 1,817 18,704 

Trung bình 17,400 

CV (%) 6,5 

% Độ ổn định 96,6 

 

Bảng PL-1.12.3. Kết quả độ ổn định sau 5 chu kỳ đông rã 

LQCS: 0,600 ng/mL 

STT 
Đáp ứng pic 

của BBR (a.u) 

Đáp ứng pic 

của IS (a.u) 
BBR/IS 

Nồng độ 

(ng/mL) 

1 157 1543 0,101 0,532 

2 151 1526 0,099 0,518 

3 167 1534 0,109 0,575 

4 170 1603 0,106 0,560 

5 156 1454 0,108 0,568 

6 203 1529 0,133 0,719 

Trung bình 0,579 

CV (%) 12,5 

% Độ ổn định 96,5 

HQCS: 18,000 ng/mL 



STT 
Đáp ứng pic 

của BBR (a.u) 

Đáp ứng pic 

của IS (a.u) 
BBR/IS 

Nồng độ 

(ng/mL) 

1 4306 1548 2,782 16,561 

2 4545 1598 2,844 16,928 

3 4892 1543 3,171 18,882 

4 4678 1541 3,036 18,074 

5 5044 1670 3,021 17,986 

6 5107 1699 3,006 17,896 

Trung bình 17,721 

CV (%) 4,8 

% Độ ổn định 98,5 

 

 

 

Bảng PL-1.12.4. Kết quả độ ổn định của BBR sau 25 giờ bảo quản ở autosampler 

STT 

LQCS: 0,600 ng/mL 

Đáp ứng pic 

của BBR (a.u) 

Đáp ứng pic 

của IS (a.u) 
BBR/IS Nồng độ (ng/mL) 

1 129 1407 0,092 0,473 

2 134 1354 0,099 0,519 

3 133 1318 0,101 0,529 

4 177 1359 0,130 0,649 

5 164 1279 0,128 0,693 

6 144 1360 0,106 0,557 

Trung bình 0,570 

CV (%) 14,7 

% Độ ổn định 95,0 



STT 

HQCS: 18,000 ng/mL 

Đáp ứng pic 

của BBR (a.u) 

Đáp ứng pic 

của IS (a.u) 
BBR/IS Nồng độ (ng/mL) 

1 4566 1414 3,230 19,236 

2 4405 1439 3,060 18,221 

3 4306 1542 2,793 16,621 

4 4446 1570 2,832 16,857 

5 4324 1424 3,036 18,079 

6 4464 1425 3,132 18,653 

Trung bình 17,945 

CV (%) 5,7 

% Độ ổn định 99,7 

 

  



PHỤ LỤC 2. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU TIỀN CÔNG THỨC 

Phụ lục 2.1. Phổ nhiễu xạ tia X của BBR 

 

 

Phụ lục 2.2. Phổ hồng ngoại của BBR 
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PHỤ LỤC 3. KẾT QUẢ BÀO CHẾ VÀ ĐÁNH GIÁ LIPOSOME BERBERIN 

Phụ lục 3.1. Biểu đồ phân bố KTTP đại diện của các mẫu FJ21-60/200, FJ21-

65/200, FJ21-60/180, FJ21-65/180, FJ21-60/130 

           

           

Hình PL – 3.1a. Biểu đồ phân bố KTTP theo cường độ của các mẫu FJ21-65/200 

(A) và mẫu FJ21-65/180 (B), mẫu FJ21-60/200 (C), và mẫu FJ21-60/180 (D) 

 

A B 

C D 



 

      Hình PL – 3.1b. Biểu đồ phân bố KTTP theo cường độ của các mẫu FJ21-

60/130 

 

Phụ lục 3.2. Bảng thành phần chi tiết các công thức trong bào chế liposome 

berberin 

 

Ký hiệu 

Tỉ lệ mol 

BBR : Lipid : SDC 

: -tocopherol  

Tỉ lệ mol 

HSPC : 

DSPG 

 

Công thức cho 1 mẻ pha chế 

liposome BBR 

Thành phần Số mmol Khối lượng 

(g) 

F04 9 : 9 : 2 : 0 7 : 3 

BBR 0,1125  0,0378 

HSPC 0,07875 0,0617 

DSPG 0,03375 0,0263 

SDC 0,025 0,0104 

-TP 0 0 

F21 9 : 9 : 0 : 3 7 : 3 

BBR 0,1125  0,0378 

HSPC 0,07875 0,0617 

DSPG 0,03375 0,0263 

SDC 0  

-TP 0,0375 0,0162 

F17 8 : 9 : 2 : 2 7 : 3 

BBR 0,1 0,0336 

HSPC 0,07875 0,0617 

DSPG 0,03375 0,0263 

SDC 0,025 0,0104 

-TP 0,025 0,0108 

F12 8 : 9 : 2 : 0 7 : 3 BBR 0,1000 0,0336 



HSPC 0,07875 0,0617 

DSPG 0,03375 0,0263 

SDC 0,025 0,0104 

-TP 0 0 

F18 6 : 9 : 2 : 0 7 : 3 

BBR 0,0750 0,0252 

HSPC 0,07875 0,0617 

DSPG 0,03375 0,0263 

SDC 0,025 0,0104 

-TP 0 0 

F14 6 : 9 : 2 : 0 6 : 4 

BBR 0,0750 0,0252 

HSPC 0,0675 0,0529 

DSPG 0,0450 0,0351 

SDC 0,025 0,0104 

-TP 0  

F16 6 : 9 : 2 : 0 4 : 6 

BBR 0,0750 0,0252 

HSPC 0,0450 0,0353 

DSPG 0,0675 0,0526 

SDC 0,025 0,0104 

-TP 0 0 

F20 9 : 9 : 0 : 3 6 : 4 

BBR 0,1125  0,0378 

HSPC 0,0675 0,0529 

DSPG 0,0450 0,0351 

SDC 0 0,0000 

-TP 0,0375 0,0162 

F22 9 : 9 : 0 : 3 4 : 6 

BBR 0,1125  0,0378 

HSPC 0,0450 0,0353 

DSPG 0,0675 0,0526 

SDC 0 0,0000 

-TP 0,0375 0,0162 

F13 8 : 9 : 2 : 2 6 : 4 

BBR 0,1 0,0336 

HSPC 0,0675 0,0529 

DSPG 0,0450 0,0351 

SDC 0,025 0,0104 

-TP 0,025 0,0108 

F19 8 : 9 : 2 : 2 4 : 6 

BBR 0,1 0,0336 

HSPC 0,0450 0,0353 

DSPG 0,0675 0,0526 

SDC 0,025 0,0104 

-TP 0,025 0,0108 

 

  



Phụ lục 3.3. Ảnh điển hình về phân bố kích thước tiểu phân theo cường độ của 

các mẫu liposome berberin trong nhóm I, II, III 

  
Phân bố KTTP theo cường độ mẫu FJ18 Phân bố KTTP theo cường độ mẫu 

FJ16 

  
Phân bố KTTP theo cường độ mẫu FJ20 Phân bố KTTP theo cường độ mẫu 

FJ21 

  
Phân bố KTTP theo cường độ mẫu  

FJ17 

Phân bố KTTP theo cường độ mẫu 

FJ19 

 

  



Phụ lục 3.4. Ảnh điển hình về phân bố kích thước tiểu phân theo cường độ của 

các mẫu liposome berberin bào chế bằng hydrat hóa film trong nhóm A, B 

  
Phân bố KTTP theo cường độ mẫu 

FH13 trước khi đùn qua màng 

polycarbonat 

Phân bố KTTP theo cường độ mẫu 

FH14 trước khi đùn qua màng 

polycarbonat 

 

Phụ lục 3.5. Ảnh điển hình phân bố KTTP theo cường độ của liposome bào chế 

bằng hydrat hóa film sau khi đùn qua màng polycarbonat 0,4 μm 

  
Phân bố KTTP theo cường độ mẫu FH13 

sau khi đùn qua màng polycarbonat 

Phân bố KTTP theo cường độ mẫu FH14 

sau khi đùn qua màng polycarbonat 

 

 

Phân bố KTTP theo cường độ mẫu FH17 

sau khi đùn qua màng polycarbonat 
 

 

  



Phụ lục 3.6. Hình ảnh các nguyên liệu dùng bào chế liposome BBR quan sát 

dưới kính hiển vi điện tử quét (CLSM), trường sóng xanh và trường sáng (ánh 

sáng truyền qua) 

  
BBR phát huỳnh quang khi quan sát 

dưới trường sóng xanh 

BBR quan sát dưới trường ánh sáng 

truyền qua 

 

  
DSPG không phát huỳnh quang khi 

quan sát dưới trường sóng xanh 

DSPG quan sát dưới trường ánh sáng 

truyền qua 

 



  
HSPC không phát huỳnh quang khi 

quan sát dưới trường sóng xanh 

HSPC quan sát dưới trường ánh sáng 

truyền qua 

 

 

  
SDC không phát huỳnh quang khi quan 

sát dưới trường sóng xanh 

SDC quan sát dưới trường ánh sáng 

truyền qua 

 

 

 

 

 

  



Phụ lục 3.7. Phổ nhiễu xạ tia X của các nguyên liệu cấu tạo nên liposome BBR, 

của mẫu liposome FJ16, FJ19, FH16, FH19 

 

Hình PL-3.7.1. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu DSPG 

 

Hình PL-3.7.2. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu HSPC 



 

Hình PL-3.7.3. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu SDC 

 

Hình PL-3.7.4. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu hỗn hợp vật lý BBR, HSPC, DSPG, 

SDC 



 

Hình PL-3.7.5. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu FH16 

 

Hình PL-3.7.6. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu FJ16 



 

Hình PL-3.7.7. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu  FJ19 

 

Hình PL-3.7.8. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu FH19 

 



Phụ lục 3.8. Số liệu giải phóng dược chất từ liposome BBR mẫu FJ16, FJ19, 

FH16, FH19 

Bảng PL-3.8.1. Phần trăm giải phóng BBR từ liposome BBR FJ16, FH16 

Thời 

gian 

(giờ) 

% giải phóng trong 

môi trường pH 1,2 

% giải phóng trong 

môi trường pH 4,5 

% giải phóng trong môi 

trường pH 6,8 

FJ16 FH16 FJ16 FH16 FJ16 FH16 

0,25 18,12 ± 2,33 20,84 ± 5,83 19,01 ±  0,64 16,50 ± 0,93 19,01 ±  1,14 13,95 ± 3,27 

0,5 33,08 ±  3,85 24,62 ± 1,26 31,30 ±  1,89 22,80 ± 2,19 32,25 ±  4,30 18,36 ±  1,35 

1 48,58 ±  3,52 34,85 ± 1,24 47,20 ± 2,31 30,73 ± 1,05 49,77 ± 4,51 24,61 ± 2,26 

2 68,99 ±  4,45 43,55 ±  1,18 66,46 ± 3,75 41,91 ± 1,81 66,34 ±  4,67 34,22 ±  2,37 

3 77,31 ±  1,81 66,38 ± 4,64 77,26 ±  3,63 54,87 ±  4,45 78,28 ±  3,51 47,70 ±  4,50 

4 84,04 ±  1,35 86,53 ± 3,37 86,23 ± 3,67 72,32 ± 5,64 86,32 ±  3,85 66,29 ±  3,62 

6 88,07 ±  2,31 91,57 ± 4,86 90,37 ± 2,90 80,15 ±  3,71 88,22 ±  2,61 70,80 ± 4,23 

8 90,31 ±  2,94 93,23 ± 5,17 92,47 ± 2,08 83,31 ± 5,97 90,69 ±  3,24 72,60 ±  5,06 

10 93,68 ± 3,48 94,03 ± 4,65 94,35 ± 2,07 85,20 ± 5,05 93,14 ±  2,08 74,32 ±  4,91 

12 96,26 ±  4,08 95,56 ±  5,12 97,07 ±  2,34 86,62 ± 5,72 97,07 ±  2,21 74,97 ±  4,47 

24    91,67 ±  0,63  79,72 ±  3,35 

  



Bảng PL-3.8.2. Phần trăm giải phóng BBR từ liposome BBR FJ19, FH19 

Thời 

gian 

(giờ) 

% giải phóng trong 

môi trường pH 1,2 

% giải phóng trong 

môi trường pH 4,5 

% giải phóng trong môi 

trường pH 6,8 
FJ19 FH19 FJ19 FH19 FJ19 FH19 

0,25 22,81 ± 2,79 24,47 ± 0,08 19,77 ± 1,02 19,29 ± 0,71 21,38 ±  0,06 17,95 ± 2,72 

0,5 35,29 ± 3,53 28,51 ± 0,23 31,73 ±  1,56 26,17 ±  1,17 33,62 ± 0,72 24,68 ± 2,60 

1 51,83 ± 2,69 37,35 ± 1,24 48,35 ±  3,16 34,02 ±  1,31 50,47 ± 1,41 30,79 ±  1,28 

2 69,55 ± 1,85 47,81 ± 0,63 69,88 ± 5,18 41,37 ±  2,28 71,55 ±  1,68 39,87 ±  3,20 

3 79,04 ± 1,02 67,71 ± 1,21 80,51 ± 5,49 54,79 ±  2,51 81,81 ± 1,88 48,89 ± 1,84 

4 85,97 ± 1,43 88,29 ± 0,47 87,96 ± 4,46 73,18 ± 2,40 88,09 ±  0,89 67,80 ±  4,24 

6 91,22 ± 1,17 93,83 ±  0,96 92,01 ±  2,45 79,55 ± 1,12 91,38 ±  0,11 71,69 ± 1,00 

8 94,16 ± 1,11 97,16 ± 2,04 95,69 ± 0,13 83,82 ± 0,01 94,00 ±  2,3 74,72 ±  1,70 

10 97,80 ±  0,91 97,93 ± 1,07 98,26 ±  1,04 85,65 ± 0,36 96,00 ±  2,64 77,95 ± 2,02 

12 98,34 ±  1,61 98,58 ± 1,44 98,72 ± 0,59 87,68 ±  0,40 98,16 ± 1,51 80,71 ± 1,40 

24    92,41 ±  0,83  82,53 ±  1,15 

 

  



Phụ lục 3.9. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu proliposome FF19 và nguyên liệu 

manitol 

 

Hình PL-3.9.1. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu  proliposome FF19 

 

Hình PL-3.9.2. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu hỗn hợp vật lý của BBR, HSPC, DSPG, 

SDC, manitol 



 

Hình PL-3.9.3. Phổ nhiễu xạ tia X của mẫu manitol 

 

Phụ lục 3.10. Phổ hấp thụ hồng ngoại của HSPC, DSPG, SDC, MNT và 

proliposome BBR FF19-2.1  

 

 

Hình PL-3.10.1. Phổ hấp thụ hồng ngoại của HSPC 
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Hình PL-3.10.2. Phổ hấp thụ hồng ngoại của DSPG 

 

Hình PL-3.10.3. Phổ hấp thụ hồng ngoại của SDC 

 

Hình PL-3.10.4. Phổ hấp thụ hồng ngoại của manitol 
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Hình PL-3.10.5.Phổ hấp thụ hồng ngoại của hỗn hợp vật lý BBR, HSPC, DSPG, 

SDC, manitol 

 

Hình PL-3.10.6. Phổ hấp thụ hồng ngoại của proliposome FF19-2.1 
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Phụ lục 3.11. Sắc ký đồ của BBR trong định lượng proliposome BBR bằng 

phương pháp HPLC sau 6 tháng bảo quản 

 

A. Sắc ký đồ mẫu chuẩn 

 

B. Sắc ký đồ mẫu thử bảo quản ĐKT 



 

C.  Sắc ký đồ mẫu thử bảo quản điều kiện LHCT 

Hình PL-3.11. Sắc ký đồ của berberin ở mẫu chuẩn (A), mẫu thử proliposome 

berberin sau 6 tháng bảo quản ở điều kiện thực (B) và điều kiện LHCT (C). 

 

  



Phụ lục 3.12. Giải phóng dược chất của proliposome BBR sau thời gian 6 tháng 

bảo quản ở điều kiện thực và LHCT 

Bảng PL-3.12.1 Phần trăm giải phóng dược chất từ  proliposome berberin trong 

môi trường acid HCl 0,1N sau 6 tháng bảo quản ở điều kiện thực và LHCT. 

Thời 

gian 

(giờ) 

Mẻ 1 (%) Mẻ 2 (%) Mẻ 3 (%) 

Ban 

đầu 
Thực 

LHC

T 

Ban 

đầu 
Thực 

LHC

T 

Ban 

đầu 
Thực 

LHC

T 

0,25 6,48 ± 

0,47 

5,85± 

0,73  

7,27± 

0,32 

6,79 ± 

0,89 

6,81± 

0,31 

7,16 ± 

0,27 

5,98 ± 

0,19 

6,07± 

0,56 

6,52 ± 

0,23 

0,5 8,17 ± 

0,57 

8,37 ± 

0,55 

9,03 ± 

0,46 

8,32 ± 

0,22 

8,52 ± 

0,32 

8,57 

± 0,75 

9,77± 

0,23 

7,58 ± 

0,78 

7,86 ± 

0,45 

1 11,52 

± 0,96 

12,68 ± 

0,52 

12,56± 

0,71 

11,72 ± 

0,56 

12,83 ± 

0,67 

13,72 ± 

0,56 

11,40± 

1,36 

12,89 ± 

0,52 

14,24 ± 

0,76 

2 17,45 

± 1,05 

17,87± 

0,75 

18,33 

± 0,67 

16,57 ± 

0,89 

17,59 ± 

0,74 

19,54 ± 

0,85 

17,46 ± 

0,33 

19,91 ± 

0,67 

19,55 ± 

0,53 

3 20,85

± 0,74 

21,31± 

1,23 

21,09 ± 

0,89 

20,35± 

1,21 

21,13 ± 

1,05 

22,74 

± 1,17 

22,20 ± 

1,55 

22,30 ± 

1,73 

23,42 ± 

0,47 

4 23,61 

± 1,22 

24,63 ± 

1,02 

25,52 

± 0,92 

23,71 ± 

0,85 

24,07 ± 

0,72 

25,45 ± 

0,53 

24,86 ± 

1,42 

24,15 ± 

1,03 

25,20 ± 

1,73 

6 28,65 

± 2,03 

28,23 ± 

1,28 

30,12 ± 

1,04 

28,18± 

0,46 

29,42 ± 

1,06 

29,52 

± 0,46 

27,41± 

0,97 

29,94 ± 

2,01 

30,03 ± 

0,65 

8 29,33 

± 1,56 

31,36 ± 

1,42 

31,82 

± 1,13 

30,86± 

2,12 

31,94 ± 

1,36 

32,10 ± 

1,26 

29,23± 

1,94 

30,67 ± 

1,58 

32,81 ± 

0,92 

10 35,77

± 2,37 

36,27 ± 

1,63 

36,02 

± 1,73 

34,61± 

2,46 

35,49± 

1,67 

35,74 ± 

1,24 

33,04 ± 

2,02 

34,51± 

1,73 

35,76 ± 

2,00 

12 41,49

± 1,65 

43,45± 

2,03 

43,06 

± 1,32 

40,02 ± 

1,37 

41,98± 

2,03 

43,93 ± 

1,32 

39,14 ± 

0,86 

41,48± 

1,16 

43,96 ± 

1,24 

24 47,32

± 0,78 

48,71± 

0,35 

49,96 

± 0,93 

47,68 ± 

0,75 

48,27± 

0,22 

49,23 ± 

1,02 

47,50 ± 

0,47 

48,11± 

0,63 

48,36 

± 0,62 

 

  



Bảng PL-3.12.2. Phần trăm giải phóng dược chất từ  proliposome berberin trong 

môi trường đệm phosphat pH 4,5 sau 6 tháng bảo quản điều kiện thực và LHCT. 

Thời 

gian 

(giờ) 

Mẻ 1 (%) Mẻ 2 (%) Mẻ 3 (%) 

Ban 

đầu 
Thực LHCT 

Ban 

đầu 
Thực LHCT 

Ban 

đầu 
Thực LHCT 

0,25 17,44 ± 

0,22 

17,85 

± 0,34 

19,35 

± 0,47 

16,17 

± 0,82 

16,81 

± 0,51 

17,33 

± 0,75 

16,89 ± 

0,69 

15,02 

± 0,44 

15,82 

± 0,76 

0,5 23,63 

± 0,52 

24,40 

± 0,38 

24,57 

± 0,61 

24,27 

± 0,42 

23,80 

± 0,57 

24,42 

± 0,77 

24,71 ± 

0,68 

25,93 

± 0,37 

25,41 

± 0,48 

1 37,24 ± 

0,33 

39,85 

± 0,41 

40,45 

± 0,55 

37,05 

± 0,58 

36,44 

± 0,76 

36,81 

± 0,85 

36,17 ± 

0,27 

37,93 

± 0,66 

38,50 

± 0,92 

2 49,05 ± 

1,09 

48,75 

± 0,71 

50,84 

± 0,77 

51,11 

± 0,63 

52,31 

± 0,55 

52,41 

± 0,48 

50,54 ± 

1,36 

52,21 

± 1,04 

53,17 

± 0,85 

3 62,29 ± 

0,75 

61,06 

± 1,07 

63,89 

± 1,34 

58,64 

± 1,12 

60,05 

± 2,05 

60,00 

± 2,21 

59,02 ± 

1,43 

59,16 

± 1,78 

62,20 

± 1,34 

4 69,73 ± 

0,94 

71,35 

± 1,25 

71,59 

± 0,63 

71,53 

± 0,85 

71,68 

± 1,02 

72,56 

± 1,34 

67,30 ± 

2,11 

68,40 

± 0,85 

68,47 

± 0,88 

6 71,08 ± 

2,33 

74,05 

± 0,57 

74,45 

± 0,82 

76,12 

± 0,73 

77,86 

± 0,59 

79,38 

± 1,98 

79,31 ± 

1,26 

79,46 

± 0,44 

80,21 

± 0,74 

8 83,71 ± 

1,54 

83,60 

± 0,89 

84,72 

± 1,08 

79,26 

± 0,44 

82,36 

± 0,66 

85,08 

± 2,41 

85,19 ± 

1,79 

87,36 

± 0,95 

89,41 

± 0,63 

10 85,84 ± 

1,43 

85,62 

± 0,76 

86,86 

± 2,33 

85,09 

± 0,93 

85,94 

± 0,46 

90,04 

± 3,43 

87,69 ± 

2,55 

89,22 

± 1,29 

92,57 

± 1,02 

12 87,83 ± 

0,45 

87,23 

± 0,88 

88,20± 

0,54 

88,20 

± 1,47 

88,21 

± 0,55 

94,02 

± 2,78 

89,35 ± 

1,23 

92,12 

± 0,88 

94,54 

± 1,13 

24 98,25 ± 

1,15 

97,63 

± 1,22 

98,09 

± 1,36 

95,00 

± 0,88 

95,66± 

0,79 

97,45 

± 1,74 

98,73 ± 

0,77 

98,59 

± 0,56 

98,88 

± 0,28 

 

  



Bảng PL-3.12.3. Phần trăm giải phóng dược chất từ  proliposome berberin trong 

môi trường đệm phosphat pH 6,8 sau 6 tháng bảo quản điều kiện thực và LHCT. 

Thời 

gian 

(giờ) 

Mẻ 1 (%) Mẻ 2 (%) Mẻ 3 (%) 

Ban 

đầu 
Thực LHCT 

Ban 

đầu 
Thực LHCT 

Ban 

đầu 
Thực LHCT 

0,25 14,07 

± 0,51 

14,67 

± 0,33 

14,36 

± 0,65 

15,21 

± 0,38 

15,40 ± 

0,13 

15,09 

± 0,42 

12,79 

± 0,44 

12,70 

± 0,55 

15,11 

± 0,71 

0,5 22,63 

± 0,67 

21,62 

± 0,34 

22,33 

± 0,49 

21,56 

± 0,35 

19,51 ± 

0,71 

20,64 

± 0,71 

18,93 

± 0,62 

17,40 

± 0,21 

18,61 

± 0,54 

1 32,30 

± 0,73 

32,28 

± 0,12 

33,00 

± 0,48 

29,49 

± 0,42 

28,04 ± 

0,37 

30,70 

± 0,29 

29,22 

± 0,51 

29,90 

± 0,79 

29,57 

± 0,74 

2 46,40 

± 1,23 

46,66 

± 0,77 

48,46 

± 1,65 

44,21 

± 0,78 

43,07 ± 

0,53 

44,82 

± 2,73 

45,89 

± 0,69 

49,19 

± 2,43 

48,85 

± 0,73 

3 57,12 

± 1,45 

58,22 

± 1,23 

59,18 

± 3,36 

51,97 

± 0,41 

50,00 

±1,47 

52,75 

± 1,09 

53,35 

± 0,92 

53,24 

± 0,61 

52,85 

± 0,09 

4 62,69 

± 3,63 

63,80 

± 0,45 

63,26 

± 0,52 

59,50 

± 1,28 

60,16 ± 

2,76 

62,80 

± 1,58 

63,58 

± 1,49 

64,14 

± 1,73 

63,92 

± 0,79 

6 67,43 

± 1,57 

67,05 

± 1,43 

68,00 

± 1,33 

70,16 

± 2,83 

69,95 ± 

0,33 

69,25 

± 1,85 

69,25 

± 1,35 

70,23 

± 0,67 

73,71 

± 1,29 

8 73,34 

± 2,48 

76,17 

± 0,55 

76,73 

± 1,05 

72,58 

± 1,49 

73,11 ± 

0,78 

73,30 

± 0,89 

72,46 

± 0,83 

76,87 

± 3,56 

75,09 

± 2,11 

10 77,76 

± 1,35 

78,18 

± 0,79 

78,62 

± 1,58 

79,88 

± 0,73 

80,33 ± 

0,48 

78,03 

± 1,45 

77,33 

± 0,93 

78,42 

± 2,35 

79,12 

± 1,23 

12 81,18 

± 1,13 

82,09 

± 0,74 

82,11 

± 0,96 

80,91 

± 2,33 

83,99 ± 

2,37 

84,52 

± 1,03 

83,60 

± 2,93 

85,22 

± 1,12 

84,63 

± 2,23 

24 86,13 

± 2,11 

87,45 

± 2,35 

87,85 

± 0,98 

85,37 

± 1,83 

87,78 ± 

1,77 

86,11 

± 0,79 

85,68 

± 0,47 

88,95 

± 1,07 

88,83 

± 2,35 

 

 

  



PHỤ LỤC 4. KẾT QUẢ ĐÁNH GIÁ SINH KHẢ DỤNG CỦA LIPOSOME 

BERBERIN 

 

Phụ lục 4.1. Đồ thị biểu diễn nồng độ BBR theo thời gian của từng chuột trong 

mỗi nhóm nghiên cứu. 

 

 



 

 



 

 



 

 

Hình PL-4.1.1. Đồ thị biểu diễn nồng độ BBR trong huyết tương theo thời gian của 

nhóm chuột uống hỗn dịch quy ước BBR 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

Hình PL-4.1.2. Đồ thị biểu diễn nồng độ BBR trong huyết tương theo thời gian của 

nhóm chuột uống liposome BBR 

 

 



Phụ lục 4.2. Kết quả phép phân tích one-way theo công thức cho giá trị Tmax. 
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