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HPLC-ELSD测定青蒿素片中青蒿素的含量
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摘要: 目的 � 建立 H PLC-ELSD测定青蒿素片中青蒿素含量的方法, 并用于青蒿素片中青蒿素含量的测定。方法 � 采用蒸发光

散射检测器对青蒿素片中青蒿素进行 H PLC分析, Thermo C18色谱柱 ( 4� 6 mm � 250 mm, 5�m ); 以甲醇-水 ( 80�20)为流动相;

流速为 1� 0 mL� m in- 1; 柱温为 25 � ;蒸发光散射检测器漂移管温度 60 � , 载气 ( N2 )压力 5�8 � 10- 3 Pa,增益值为 50。结果

� 青蒿素在 1� 002~ 4� 008�g内呈现良好的线性关系 ( r= 0�999 6),平均加样回收率为 99�45% ( RSD为 2�3% )。结论 � 本法

简单、准确、重复性好, 可用于测定青蒿素片中青蒿素的含量。
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ABSTRACT: OBJECTIVE� To estab lish a HPLC-ELSD m ethod for the determ ination o f the content o f artem isinin in artem isinin tab-

lets�METHODS � The analytical co lumn was Thermo RP-C18 ( 4�6 mm � 250 mm, 5�m )� Them obile phasew as m ethano-l water ( 80�20)�

The flow ra te was 1�0 mL� m in- 1� The samples were determ ined by an evaporative ligh-t scatter ing detector ( ELSD ) Waters 2420 w ith the

drift tube temperature at 60 � and the n itrogen flow pressure o f 5�8 � 10- 3 Pa�RESULTS � The calibration curvewas linear in the range o f

1�002~ 4�008 �g ( for artem isinin, r= 0�999 9 )� The average recovery ( n = 5) was 99�45% ( RSD= 2�3% ). CONCLUSION � The

me thod is smi ple, accurate and w ith good reproducib ility� It can be used as the qua lity contro l o f artem isinin tablet�

KEY WORDS: artem isinin; artem isin in tab let; H PLC-ELSD; dete rm ina tion

� � 青蒿素是从青蒿中提取出来的有效成分, 是我

国唯一获得国际承认的抗疟药物。青蒿素片是由我

所研制,该药对间日疟、恶疟包括凶险型脑疟均有卓

效,尤其对抗氯喹、抗喹哌等抗性疟疾有特效。青蒿

素的含量测定方法一般采用双波长薄层扫描法、紫

外分光光度法
[ 1]
、柱前衍生-RP-HPLC

[ 2]
、高效液相

蒸发光散射检测法
[ 3 ]
、反相高效液相色谱法

[ 4]
等。

目前青蒿素片的含测方法为紫外分光光度法, 该法

有干扰,不准确。本实验采用蒸发光散射检测法测

定青蒿素片中青蒿素的含量, 方法可靠, 结果准确,

可以控制青蒿素片的质量。

1� 仪器与试药
A lliance高效液相色谱仪及 Empow er2色谱工

作站 (W aters公司 ) ; 2420蒸发光散射检测器 (W a-

ters公司 ); NA - 5L氮气发生器 (北京中兴汇利科技

发展有限公司 ) ; KQ - 100型超声波清洗器 (功率

300W, 频率 50 kH z, 昆山超声仪器有限公司 );

M illi- Q超纯水机 (美国 M illipore公司 ); 青蒿素对

照品 (中国药品生物制品检定所, 纯度大于 98%, 批

号 100202- 200402) ;青蒿素片 (本实验室自制, 批

号为 060510, 060511, 060512) ,甲醇 (色谱纯 )。

2� 方法与结果

[ 2] � TOLEDO MARANTE F J, GARC IA CASTELLANO A, ESTEVEZ

ROSAS F, et al� Iden tificaton and qu at itat ion of allelochem icals

from the lichen L ethariella cana riensis: phytotox icity and an t iox-i

dat ive activity[ J]�J Ch em E col, 2003, 29 ( 9) : 2049-2069�

[ 3] � REZANKA T, GUSCH INA I A� G lycos id ic com pounds ofm uro-l
ic, prtoconst ipatic and allo-mu rolic acid s from lich en of centralA-

sia[ J]�Phy tochem istry, 2000, 54 ( 6 ) : 635-645�
[ 4] � REZANKA T, GU SCH INA I A� Fu rther g lucosides of l ichen s�

acid s from central A sian l ichen s [ J] �P hytochem istry, 2001, 56

( 2) : 181-188�

[ 5 ] � DING Z H, D ING JK, LOU JF, et a l� C hem ical const ituen ts from

P arm el ia tinc torum [ J] �A tca B ot Yunnan (云南植物研究 ),

1990, 12 ( 1 ): 99-100�
[ 6] � LI B, L IN Z W, SUN H D� Chem ical const ituen ts from Lobaria

isid iophora [ J] �A tca B ot Yunnan (云南植物研究 ) , 1990, 12

( 4 ) : 447-451�

[ 7 ] � NARU I T, SAWADA K, TAKATSUK I S, et a l� NMR Ass ignm ents

of depsid es and tridep sid es of the lichen fam ily Umb ilicariaceae

[ J]�Phy tochem istry, 1998, 48 ( 5 ) : 815-822�
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2�1� 色谱条件
色谱柱: Thremo C18 ( 4�6mm � 250mm, 5 �m );流

动相:甲醇-水 ( 80�20); 流速: 1�0 mL� m in
- 1
;柱温: 25

� ;蒸发光散射检测器漂移管温度 60 � ,载气 (N2 )压

力 5�8 �10- 3
Pa,增益值为 50;进样体积为 5 �L。

2�2� 方法的专属性考察
由青蒿素与溶剂及辅料的 HPLC-ELSD色谱图

可知, 辅料对青蒿素的测定没有干扰,色谱柱的理论

塔板数按青蒿素的峰计算应不低于 4 000。

2�3� 对照品溶液的制备
精密称取干燥至恒重的青蒿素对照品适量,加

甲醇制成每 1 mL含 0�501 mg的溶液, 为对照品溶
液。

2�4� 线性关系考察
分别精密吸取对照品溶液 2, 4, 5, 6, 8 �L注入

液相色谱仪,计算峰面积, 以进样量的对数为横坐标

(X ),峰面积的对数为纵坐标 ( Y ) , 绘制标准曲线,

计算回归方程为: Y = 1�878 4X + 5�985 6, r =

0�999 6。表明对照品在 1�002~ 4�008 �g内, 进样

量对数与峰面积对数呈良好线性关系。

2�5� 精密度实验
精密量取 � 2�3�项下对照品溶液 5 �L,连续进

样 6次, 以青蒿素的含量计算 RSD为 1�83% ( n =

6) ,表明精密度良好。

2�6� 样品溶液的制备
取本品 20片,精密称定,研细混匀,精密称取细

粉适量 (约相当于青蒿素 50 mg)置 100 mL具塞锥

形瓶中,精密加入甲醇 100mL,称定重量, 超声 ( 300

W, 50 kH z)处理 15 m in, 放冷, 再称定重量,用甲醇

补足减失的重量, 摇匀, 用微孔滤膜 ( 0�45 �m )滤

过,取续滤液,即为供试品溶液。

2�7� 稳定性实验
取同一份 (批号为 060510)供试品溶液,分别于

0, 1, 2, 4, 6, 24 h测定, 测得的峰面积变化趋势不明

显, 以青蒿素的含量计算 RSD为 0�72% ,表明在室

温条件下供试品溶液 24 h内稳定。

2�8� 重现性实验
取同一批样品 (批号 060510) 6份, 分别制备成

供试品溶液,在所确定的 HPLC条件下, 测定青蒿素

的含量, RSD为 1�86% ,说明方法重现性良好。

2�9� 回收率实验
精密称取已知含量同一批号的样品 (批号

060510,含量每片 248�7mg) 6份, 每份约 30mg (含

青蒿素约 24 mg) , 分别精密加青蒿素对照品适量,

精密加甲醇 100 mL,按 � 2�6�方法制成供试品溶液。
测定青蒿素的含量,结果平均回收率为 99�45%, 相

对标准偏差为 2�31%, 说明方法是可靠的。

2�10� 样品测定
精密吸取对照品溶液 5 �L, 3批样品溶液 5

�L,注入液相色谱仪, 记录色谱图。按外标两点法

计算供试品中青蒿素的含量。测定结果见表 1。
表 1� 样品测定结果 �n = 3

Tab� 1� Determ ination resu lts o f sam ples�n = 3

N o� Content/mg RSD /%

060510 248�7 0�28

060511 251�2 0�73
060512 252�3 1�01

3� 讨 � 论
本实验选择了石油醚、乙酸乙酯、甲醇作为提取

溶剂,结果均能提取完全,但是石油醚和乙酸乙酯极

性较小,需要回收溶剂后再以流动相溶解后进样,甲

醇不需要回收溶剂, 所以选择甲醇作为提取溶剂。

实验还考察了提取时间对提取效率的影响, 发现超

声 15 m in就能提取完全,所以选择超声 15m in。

本实验选择了 3种不同品牌的色谱柱分别在两

台液相色谱仪上对样品进行测定, 所得结果变化很

小, RSD为 1�26%, 说明本方法的耐用性良好。

李锦焱木等
[ 4]
采用反相高效液相色谱法测定青

蒿素的含量,青蒿素测定的线性范围为 10�4 ~ 104

�g, 对样品含量要求较高, 对于微量的青蒿素无法

测量,具有一定的局限性,应用本法测定青蒿素的线

性范围为 1�002 ~ 4�008 �g, 有效的解决了这个问
题, 定量下限降低了一个数量级。

本实验所建立的 HPLC-ELSD方法测定青蒿素

的含量,准确度高、专属性强, 灵敏度及稳定性均较

好, 测定方法可靠, 测定结果能客观反映青蒿素的含

量, 可作为该制剂的质量控制方法,并可作为其他复

方制剂的参考。
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