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青蒿琥酯及其制剂中有关物质的测定方法探讨
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摘要：目的建立分离及测定青蒿琥酯及其制剂中有关物质含量的高效液相色谱法。方法采用Ｄｉｋｍａ Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ），以磷酸缓冲液（ｐＨ ＝ ３． ０）－乙腈（５６ ∶ ４４）为流动相，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，外标法测定，检测波长为２１６ ｎｍ。结果青蒿
琥酯与已知杂质Ａ，Ｂ，Ｉ能完全分离，相对保留时间一致，并可通过简单加热破坏方法得到杂质Ｉ，用于定性检测。结论该方法准确、快
速、专属性强，适用于青蒿琥酯及其制剂中有关物质的测定。
关键词：青蒿琥酯制剂；高效液相色谱法；双氢青蒿素；青蒿素；脱水双氢青蒿素；含量测定

中图分类号：Ｒ２８４． １；Ｒ２８６． ０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６ － ４９３１ 牗２０１８ 牘１２ － ００１９ － ０３
Ｃｏｎｔｅｎｔ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｅｌａｔｅｄ Ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ Ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ ａｎｄ Ｉｔｓ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ

Ｚｈａｏ Ｈｕａ１，２，Ｚｅｎｇ Ｌｉｎｇｇａｏ１
牗 １． Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ ４０１１２１； ２． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｐａｃｋａｇｉｎｇ Ｍａｔｅｒｉａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｃｅｎｔｅｒ，

Ｓｈａｎｇｈａｉ，Ｃｈｉｎａ ２０１２０３）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｅｐａｒａ
ｔｉｏｎｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｔｈｅ Ｄｉｋｍａ Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）ｗａｓ ａｄｏｐｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ ｗａｓ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ｂｕｆｆｅｒ （ｐＨ ＝ ３． ０） － ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｃｅ（５６ ∶ ４４），ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ
２１６ ｎｍ． Ｒｅｓｕｌｔｓ Ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ Ａ，Ｂ，Ｉ，ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ｃｏｎ
ｓｉｓｔｅｎｔ，ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｉ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ａ ｓｉｍｐｌｅ ｈｅａｔｉｎｇ ｆａｉｌｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ａｃｃｕｒａｔｅ，ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ，ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ；ＨＰＬＣ；ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ；ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ；ｄｅｈｙｄｒａｔｅｄ ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ；ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

青蒿素是从中药青蒿中提取的有过氧基团的倍半
萜内酯类化合物，具有抗疟疾作用，由我国在２０世纪
７０年代独立研制，并于１９８６年获批为国家一类新药。
由于其生物利用度低，后续研发出双氢青蒿素、青蒿琥
酯等半倍萜内酯化合物青蒿素的衍生物，均作为一类新
药获准上市犤 １ 犦。青蒿琥酯作为其衍生物之一，具有更好
的生物利用度，临床用于疟疾、寄生虫病甚至肿瘤、病毒
等的治疗犤 ２ － ９ 犦。其合成工艺大多以青蒿素为起始原料，
合成过程中易引入起始原料青蒿素、中间体双氢青蒿素
及降解产物等潜在杂质，在合成及储存过程中受热易分
解产生双氢青蒿素、脱水双氢青蒿素等降解产物。因此，
对青蒿琥酯及其制剂的工艺杂质及降解产物进行研究
和控制十分有必要。目前，２０１６年版《国际药典》和２０１５
年版《中国药典（二部）》犤 １０ 犦收录了青蒿琥酯及其制剂中
有关物质的检查方法，但杂质Ｉ的获取和结构表征未见
报道。本研究中对已收载的检测方法进行了比较及优
化，最终确定了适合青蒿琥酯及其片剂和注射用制剂的
检测方法，并对难以获得对照品的杂质Ｉ（脱水双氢青
蒿素）提供了定性获取方法。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５型高效液相色谱仪；ＸＳ２０５型电子天平

牗梅特勒公司，感量为０． ０１ ｍｇ ／ ０． １ ｍｇ牘；ＣＰ２２４型电子天
平牗赛多利斯公司牘；ＦＤ２４０型烤箱牗德国宾德公司牘。
１． ２ 试药

青蒿琥酯（市售品）；青蒿琥酯片（市售品，规格为每
片５０ ｍｇ或１００ ｍｇ）；注射用青蒿琥酯（市售品，规格为
每瓶６０ ｍｇ）；青蒿琥酯对照品（批号为１００２００ － ２０１００３），
双氢青蒿素对照品（批号为１００１８４ － ２００４０１），青蒿素
对照品（批号为１００２０２ － ２０１００４），均购自中国食品药
品检定研究院；脱水双氢青蒿素对照品（上海药明康德
新药开发有限公司，含量为８３． ７３％）；乙腈为色谱纯；
试验用水为超纯水；其余试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件及系统适用性试验

色谱条件：色谱柱为ＤｉｋｍａＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相为磷酸盐缓冲液（ｐＨ ＝ ３． ０）－乙
腈（５６ ∶ ４４）；流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长为２１６ ｎｍ；柱温
为３０ ℃；进样量为２０ μＬ。青蒿琥酯无共轭吸收，参考
《国际药典》标准，检测波长选用２１６ｎｍ。采用外标法测定。

系统适用性试验：取经１００ ℃热破坏３０ ｍｉｎ的青
蒿琥酯原料干粉０． １０１ ９０ ｇ，青蒿素对照品０． ０１０ ７１ ｇ，
双氢青蒿素对照品０． ０１２ １１ ｇ，置１００ ｍＬ容量瓶中，用
乙腈溶解并稀释至刻度，即得系统适用性试验溶液，取
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图１ 青蒿琥酯系统适用性试验色谱图
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表１ 相对响应因子考察结果
名称

双氢青蒿素（面积和）
青蒿琥酯
青蒿素
杂质Ｉ

峰面积
５７８ ６２４
７１８ ５１７
６５４ ５３０
７ ２７５ ００４

称样量
０． ０１０ ０９
０． ０１０ １８
０． ０１０ ４２
０． ００８ ４９０ ２

比值
０． ８１
１． ００
０． ９２
１０． １３
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２０ μＬ进样，色谱图见图１。双氢青蒿素（峰２）和青蒿琥
酯（峰３）分离度为２． ９７，各杂质峰相对于青蒿琥酯的保留
时间，双氢青蒿素为０． ５７和０． ９１，青蒿素为１． ３１，杂质Ｉ
为２． ７４。

２． ２ 溶液制备
供试品溶液：取青蒿琥酯或注射用青蒿琥酯粉末

４０ ｍｇ，分别置１０ ｍＬ容量瓶中，加乙腈溶解并稀释至刻
度，摇匀，作为青蒿琥酯相应供试品溶液；取青蒿琥酯
片，研为细粉，取适量（约相当于青蒿琥酯４０ ｍｇ），置
１０ ｍＬ容量瓶中，加乙腈适量，振摇或超声１５ ｍｉｎ使溶
解，冷却，用乙腈稀释至刻度，摇匀，用０． ４５ μｍ滤膜滤
过，取续滤液，作为青蒿琥酯片供试品溶液。

对照溶液：精密量取青蒿琥酯、注射用青蒿琥酯和
青蒿琥酯片供试品溶液各１ ｍＬ，分别置１００ ｍＬ容量瓶
中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，分别作为其对照溶液。
２． ３ 测定方法

精密量取供试品溶液和对照溶液各２０ μＬ，分别
注入液相色谱仪，记录色谱图至主成分峰保留时间的
４倍。
２． ４ 方法学考察

专属性试验：１）酸破坏，取青蒿琥酯约１００ ｍｇ，置
２５ ｍＬ容量瓶中，加１ ｍｏｌ ／ Ｌ盐酸溶液５ ｍＬ，水浴加热
５ ｍｉｎ，取出放冷，用氢氧化钠溶液调至中性，加乙腈至
刻度，滤过；２）碱破坏，取青蒿琥酯约１００ ｍｇ，置２５ ｍＬ
容量瓶中，加０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠溶液５ ｍＬ，振摇
５ ｍｉｎ，用盐酸溶液调至中性，加乙腈至刻度，滤过；３）氧
化破坏，取青蒿琥酯约４０ ｍｇ，置１０ ｍＬ容量瓶中，加
３０％Ｈ２Ｏ２溶液２ ｍＬ，水浴加热１０ ｍｉｎ，取出放冷，加乙
腈至刻度，滤过；４）光破坏，取青蒿琥酯，在４ ５００ ｌｘ光
强度照射下，７ ｄ后取样４０ ｍｇ，加乙腈１０ ｍＬ溶解；
５ 牘高温破坏，取青蒿琥酯置平皿中，敞口放于１００ ℃培
养箱中，６ ｈ后，取样４０ ｍｇ，加乙腈１０ ｍＬ溶解。按上述
有关物质检查法各进样２０ μＬ测定，记录色谱图。结果
表明，上述高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法能使按强制破坏方
法获取的各杂质与青蒿琥酯有效分离，专属性强。

耐用性试验：照２． １项下色谱条件和方法配制系统
适用性溶液，分别考察了在不同品牌填料的色谱柱中青

蒿琥酯峰与１０ －异构－双氢青蒿素峰的分离情况。结
果各型号色谱柱均能达到分离要求，表明该色谱系统适
用于目前市场上的绝大多数Ｃ１８色谱柱。

相对响应因子考察：称取青蒿琥酯、双氢青蒿素、青
蒿素和杂质Ｉ（含量８３． ７３％）对照品０． ０１０ １８，０． ０１０ ０９，
０． ０１０ ４２，０． ０１０ １４ ｇ，置同一１０ ｍＬ容量瓶中，用乙腈
溶解并稀释至刻度。按２． １项下色谱条件测定，计算各
峰与青蒿琥酯峰的响应因子。因考虑到双氢青蒿素在乙
腈中溶解度不好，故未考察４ ｍｇ ／ ｍＬ的质量浓度响应
因子。结果见表１。

定量限及检测限测定：取相对响应因子考察项下溶液
５． ０ ｍＬ，置１００ ｍＬ容量瓶中，用乙腈稀释至刻度，得双
氢青蒿素、青蒿素和杂质Ｉ质量浓度分别为０． ０５０ ４５，
０． ０５２ １０，０． ０５０ ７０ ｍｇ ／ ｍＬ的溶液，量取５ μＬ进样，记
录色谱图。以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为３或１０计算检测限及定
量限，双氢青蒿素为０． １０５ ４ μｇ和０． ３５１ ３ μｇ，１０ －异
构－双氢青蒿素为０． ２９９ １ μｇ和０． ９９７ ０ μｇ，青蒿素为
０． １８２ ６ μｇ和０． ６０８ ６ μｇ，杂质Ｉ为０． ０３１ ４ μｇ和
０． １０４ ８ μｇ。
２． ５ 杂质 Ｉ结构确认

在热破坏中发现，相对保留时间２． ７处有１个较大
杂质，２０１６年版《国际药典》中提出其为杂质Ｃ（脱水双
氢青蒿素），２０１５年版《中国药典》命名为杂质Ｉ。为确保
热破坏产生的杂质即为杂质Ｉ，对其进行了结构确认。

定性获取：采用Ｗａｔｅｒｓ ２６９５型高效液相色谱仪试验。
色谱条件为Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｌｕｎａ Ｃ１８（２）色谱柱（１００ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ，３ μｍ），流速１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，流动相为磷酸缓冲液
（ｐＨ ＝ ３． ０）－乙腈（５６ ∶ ４４）。为确保热破坏获得的杂质Ｉ
满足检测限要求，首先采用极限破坏试验，取１００ ℃加
热破坏３１ ｈ的原料干粉０． ０１ ｇ，置２５ ｍＬ容量瓶中，用
乙腈溶解并稀释至刻度，得供试品热破坏溶液。在长时
间热破坏条件下，青蒿琥酯峰绝大多数降解为杂质Ｉ。

保留时间确认：取杂质Ｉ对照品适量，用乙腈配置
成质量浓度为１ ｇ ／ Ｌ的溶液，取此溶液和供试品热破坏
溶液各２０ μＬ，进样，色谱图见图２。结果保留时间一致。

二级质谱确认：取杂质Ｉ对照品和供试品热破坏溶
液进行分子量确认。仪器为Ｗａｔｅｒｓ ＴＱＤ － ＵＰＬＣ型超高
效液相质谱联用仪。质谱条件为，电喷雾正离子化，喷雾
电压３ ｋＶ，锥孔电压３５ Ｖ；二级质谱扫描子离子模式，
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图２ 杂质Ｉ确认高效液相色谱图

表２ 青蒿琥酯原料及其制剂有关物质测定结果（％）
有关物质（％）

剂型

青蒿琥酯
原料

注射用青
蒿琥酯

青蒿琥酯
片剂

批号

１２０８０１
１２０８０２
１２０８０３
１２０６１７
１２０７１１
１２０９０３
１２０７０１
１２０７０５
１２０５０２
１２０７０２

双氢青
蒿素
０． ０５
０
０． ０４
０． １１
０． ０１９
０． １５
０． １
０． ０７
０． ２２
０． ０８７

青蒿素

０
０． ０８１
０
０
０
０
０． ０６８
０
０
０． ０８１

杂质Ｉ
（× ０． ０７）
０
０
０
０． ０２３
０． ０１７
０． ０１５
０． ０１３
０． ０１１
０． ０１９
０． ０１７

最大单
个杂质
０． ０６
０
０
０
０
０
０
０
０
０

杂质
总和
０． １０８
０． ０８１
０． ０４０
０． １３
０． ０３６
０． １７
０． ７８
０． １８
０． ０８
０． ２４

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

碰撞能量８ ｅＶ。色谱条件为，ＡＩＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８柱
（１００ ｍｍ × ２． １ ｍｍ，１． ７ μｍ），流速为０． ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，流动
相为乙腈－水（４４ ∶ ５６）。通过对２种溶液中杂质Ｉ的一
级质谱及二级质谱的比对，发现其质谱裂解行为一致。

相对分子质量确认：对供试品热破坏溶液中杂质Ｉ
的分子量进行确认。仪器为Ｗａｔｅｒｓ四极杆飞行时间串
联质谱－超高效液相色谱仪。质谱条件为，电喷雾正
离子化，喷雾电压３ ｋＶ，锥孔电压３５ Ｖ。色谱条件为
ＡＩＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱（５０ｍｍ×２． １ｍｍ，１． ７μｍ），
流速为０． ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，流动相为乙腈－水（４４ ∶ ５６）。结果
推测出来的相对分子质量为２６７． １５７ ８，提供的结构式
仅为Ｉ１５Ｈ２３Ｏ４，这与２０１１年版《国际药典》提供的杂质Ｉ
（脱水双氢青蒿素）的分子式和相对分子质量一致，确认
热破坏的杂质峰即为杂质Ｉ。
２． ６ 样品有关物质测定

取青蒿琥酯、青蒿琥酯片和注射用青蒿琥酯供试
品，照２． １项下系统适用性试验方法处理，结果有不同
程度的杂质检出。结果见表２。
３ 讨论

对青蒿琥酯进行强制降解试验，并对其降解产物进
行分析，发现青蒿琥酯对强光条件稳定。在高温条件下，容
易降解产生杂质脱水双氢青蒿素；在强氧化，强酸和强碱
条件下均不稳定，产生双氢青蒿素及其他未知杂质，通过
对已知杂质对照品的液相保留时间确认确定了双氢青蒿
素、青蒿素的出峰顺序和与青蒿琥酯的相对保留时间。

由于市售脱水双氢青蒿素对照品难以购买，《中国
药典》采用相对保留时间对杂质Ｉ进行定位。但在实际
检验中，以相对保留时间定位杂质可能会出现混淆，难
以对特定杂质进行准确定位。为更准确定位杂质Ｉ，采

用热破坏后，与对照品保留时间和二级质谱的方法同时
对其进行确认，并经过试验发现，热破坏３０ ｍｉｎ即可产
生杂质Ｉ，在不采用杂质对照品的同时准确定位杂质Ｉ，
便于检测过程中进行定性控制。

通过杂质对照品和二级质谱的方式对已知杂质进
行了确认，发现其相较主要成分保留稳定，并对其检测
限和定量限进行了测试，结果表明，该方法可以准确地
分析样品中的已知和未知杂质。
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