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双氢青蒿素哌喹片为双氢青蒿素和磷酸哌喹的复

方制剂。双氢青蒿素为青蒿素的衍生物[1-2]，能迅速控制

症状和杀灭疟原虫 [3]。磷酸哌喹是一种长效抗疟疾药

物 [4]，能使滋养体食物泡膜和线粒体肿胀，导致其生理功

能的破坏，从而杀死疟原虫[5]。体外药效学研究显示，双

氢青蒿素与磷酸哌喹合用具有协同作用[6]，可延缓疟原

虫抗药性的产生[7]。双氢青蒿素哌喹片质量标准收载于

2010年版《中国药典》（第一增补本）[8]。但在实际操作中

发现，双氢青蒿素测定回收率偏低，溶出度测定结果也

偏低。根据国家药典委员会下达的全球基金项目国家

药品标准提高课题任务以及药品生产企业对双氢青蒿

素哌喹片公示标准的反馈意见，为了更好地控制和评价

企业产品质量，本课题组经试验研究，通过在样品前处

理中增加 3.6％氢氧化钠溶液和磷酸的体积，使溶液中

双氢青蒿素衍生更加完全，以达到提高回收率和溶出度

测定结果的目的。本研究改进的方法已收载于2015年

版《中国药典》（二部）[9]，现将有关情况报道如下。

1 材料
1.1 仪器

AT 7smart型溶出仪，包括CY7-50活塞泵及C613收

集器（瑞士 SOTAX 公司）；ZKT-18型真空脱气机（天津

天大天发科技有限公司）；e2695 型高效液相色谱

（HPLC）仪，包括 2489 型紫外 - 可见吸收检测器及

Empower工作站（美国Waters公司）；KQ5200型超声波
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摘 要 目的：改进双氢青蒿素哌喹片中双氢青蒿素的溶出度测定方法。方法：采用桨法进行溶出试验，以0.1 mol/L盐酸溶液为

溶出介质，溶出介质体积为500 mL，转速为75 r/min，取样时间为45 min；样品前处理中加入3.6％氢氧化钠溶液的体积由原来的5

mL改为20 mL，加入磷酸的体积由原来的0.2 mL改为0.7 mL。采用高效液相色谱法测定制剂中双氢青蒿素的溶出度：色谱柱为

YMC-Pack ODS-A，流动相为0.02 mol/L磷酸氢二钠溶液（用磷酸调节pH为2.4）-乙腈（65 ∶ 35，V/V），流速为1.0 mL/min，检测波长

为237 nm，柱温为30 ℃，进样量为20 μL。结果：双氢青蒿素检测质量浓度线性范围为7.802～117.03 μg/mL（r＝0.999 9）；定量限

为2.0 ng，检测限为0.6 ng；精密度、重复性试验的RSD＜1.0％；回收率为99.18％～100.46％（RSD＝0.45％，n＝9）。3批样品中双

氢青蒿素的平均溶出度分别为94.9％、77.9％、89.6％。结论：改进后的方法提高了其灵敏度、溶出度以及检测结果的准确性。
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Improvement of Determination Method for the Dissolution of Dihydroartemisinin in Dihydroartemisinin

and Piperaquine Phosphate Tablets

ZHANG Mian，LI Chao（Chongqing Institute for Drug and Food Control，Chongqing 401121，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To improve the detection method for the dissolution of dihydroartemisinin in Dihydroartemisinin and

piperaquine phosphate tablets. METHODS：The dissolution experiment adopted paddle method using 0.1 mol/L hydrochloric acid so-

lution 500 mL as solvent with rotating speed of 75 r/min and sampling time of 45 min. In sample pre-treatment，the volume of

3.6％ sodium hydroxide solution was increased from 5 mL to 20 mL，and that of phosphoric acid was increased from 0.2 mL to 0.7

mL. HPLC was adopted to determine the dissolution of dihydroartemisinin. The determination was performed on YMC-Pack ODS-A

column with mobile phase consisted of 0.02 mol/L disodium hydrogen phosphate solution（pH adjusted to 2.4 using phosphoric ac-

id）-acetonitrile（65 ∶ 35，V/V）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 237 nm，and column temperature

was 30 ℃. The sample size was 20 μL. RESULTS：The linear range of dihydroartemisinin were 7.802-117.03 μg/mL（r＝0.999 9）.

The limit of quantitation was 2.0 ng，and the limit of detection was 0.6 ng. RSDs of precision and reproducibility tests were all low-

er than 1.0％. The recoveries were 99.18％-100.46％（RSD＝0.45％，n＝9）. Average dissolutions of dihydroartemisinin in 3 batch-

es of samples were 94.9％，77.9％，89.6％，respectively. CONCLUSIONS：Improved method enhance the accuracy for the limit

of sensitivity，dissolution and detection results.

KEYWORDS Dihydroartemisinin and piperaquine phosphate tablets；Dihydroartemisinin；Dissolution determination；Method im-

provement
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清洗器（昆山市超声仪器有限公司，功率：200 W，频率：

40 kHz）；BSA224S-CW型万分之一电子天平及ME215S

型十万分之一电子天平（德国Sartorius公司）。

1.2 药品与试剂

双氢青蒿素哌喹片（华立岩康制药有限公司，批号：

010212、011110、010512，规格：每片含双氢青蒿素 40

mg、磷酸哌喹320 mg）；双氢青蒿素对照品（中国食品药

品检定研究院，批号：100184-201202，纯度：99.94％）；乙

腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：YMC-Pack ODS-A（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：0.02 mol/L磷酸氢二钠溶液（用磷酸调节 pH为

2.4）-乙腈（65 ∶ 35，V/V）；流速：1.0 mL/min；检测波长：

237 nm；柱温：30 ℃；进样量：20 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 取双氢青蒿素对照品 20 mg，置于

50 mL量瓶中，加乙醇溶解并定容，摇匀，精密量取适量，

置于 10 mL量瓶中，用 0.1 mol/L盐酸溶液稀释至刻度，

于 37 ℃保温 45 min，放冷至室温，即得质量浓度为

390.1 μg/mL的对照品贮备液。取上述对照品贮备液 5

mL，置于25 mL量瓶中，用3.6％氢氧化钠溶液稀释至刻

度，摇匀，置于 60 ℃水浴中反应 30 min，取出放冷至室

温，精密加入磷酸 0.7 mL，摇匀，经 0.45 μm微孔滤膜滤

过，取续滤液，即得。

2.2.2 供试品溶液 取样品适量，采用 2010年版《中国

药典》（二部）附录ⅩC“溶出度测定”第二法（桨法），以

0.1 mol/L 盐酸溶液为溶出介质，溶出介质体积为 500

mL，转速为75 r/min，依法操作，于45 min时取溶出液适

量，作为供试品贮备液。取上述供试品贮备液5 mL，置

于 25 mL量瓶中，用 3.6％氢氧化钠溶液稀释至刻度，摇

匀，置于60 ℃水浴中反应30 min，取出放冷至室温，精密

加入磷酸 0.7 mL，摇匀，经 0.45 μm微孔滤膜滤过，取续

滤液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的处方称取辅料（含磷酸

哌喹）适量，再按“2.2.2”项下方法制备阴性对照溶液。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2”项下对照品溶液、供试品溶液和阴性

对照溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录

色谱，详见图 1。由图 1可知，在该色谱条件下，各成分

均能达到基线分离，分离度＞2.0；理论板数以双氢青蒿

素衍生物 1峰计＞3 000，保留时间为 4.65 min。结果表

明，其他成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下对照品贮备液 1.0、2.5、5.0、

7.5、10.0、12.5、15.0 mL，各置于 50 mL 量瓶中，用 0.1

mol/L 盐酸溶液稀释至刻度，于 37 ℃保温 45 min，放冷

至室温，即得系列对照品溶液。精密量取上述系列对照

品溶液各20 μL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰

面积。以双氢青蒿素质量浓度（x，μg/mL）为横坐标、峰

面积（y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程为 y＝

0.000 03x－0.023 1（r＝0.999 9）。结果表明，双氢青蒿

素检测质量浓度线性范围为7.802～117.03 μg/mL。

2.5 定量限与检测限考察

取“2.2.1”项下对照品溶液适量，倍比稀释，按“2.1”

项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。当信噪

比为10 ∶ 1时，得定量限（LOQ）；当信噪比为3 ∶ 1时，得检

测限（LOD）。结果，双氢青蒿素的LOQ为 2.0 ng，LOD

为0.6 ng。

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱条

件连续进样测定6次，记录峰面积。结果，双氢青蒿素峰

面积的RSD＝0.20％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.7 重复性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：010212）适量，按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算含量。

结果，双氢青蒿素峰面积的 RSD＝0.46％（n＝6），表明

本方法重复性良好。

2.8 回收率试验

取低、中、高质量的双氢青蒿素对照品适量，共9份，

再按样品的处方比例加入空白辅料（含磷酸哌喹）适量，

分别置于 500 mL量瓶中，加乙醇溶解并定容，摇匀，各

取适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算回收率，结果见表1。

2.9 溶出介质的选择

取样品（批号：010212）适量，分别以水、0.1 mol/L盐

酸溶液、pH 4.0醋酸盐缓冲液和 pH 6.8磷酸盐缓冲液

为溶出介质，溶出介质体积为500 mL，转速为 75 r/min，

于 5、15、30、45、60 min时取样（同时补充相应的溶出介

质 10 mL），按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按
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A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.双氢青蒿素衍生物 1；2.双氢青蒿

素衍生物2

A. substance control；B. test sample；C.negative control；1. dihydroarte-

misinin derivative 1；2. dihydroartemisinin derivative 2

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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“2.1”项下色谱条件进样测定，考察样品在4种溶出介质

中的平均累积溶出度，结果见图2。由图2可知，样品在

4种溶出介质中的溶出行为均相似。但是在 0.1 mol/L

盐酸溶液中的各溶出时间点的平均累积溶出度均较高，

因此选择0.1 mol/L盐酸溶液为溶出介质。

2.10 转速的确定

取样品（批号：010212）适量，以 0.1 mol/L盐酸溶液

为溶出介质，溶出介质体积为 500 mL，转速分别为 50、

75 r/min，于 5、15、30、45、60 min时取样（同时补充相应

的溶出介质10 mL），并按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，考察样品在不同

转速、不同时间点的平均累积溶出度，结果见表2。由表

2可知，75 r/min转速的平均累积溶出度较好，因此选择

75 r/min为本试验的转速。

表2 样品在不同转速及不同时间点的平均累积溶出度

（n＝6，％）

Tab 2 Average accumulative dissolution of samples at

different rotation speeds and different time

points（n＝6，％）

时间，min

5

15

30

45

60

50 r/min

32

70

81

91

96

75 r/min

43

80

94

96

96

2.11 取样时间的确定

取样品（批号：010212）适量，共6份，以0.1 mol/L盐

酸溶液为溶出介质，溶出介质体积为500 mL，转速为75

r/min，于5、15、30、45、60 min时取样（同时补充相应的溶

出介质 10 mL），按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再

按“2.1”项下色谱条件进样测定，考察样品在不同时间点

的平均累积溶出度，结果见图3。由图3可知，样品在45

min时溶出曲线达到平台期。

2.12 滤膜吸附试验

取“2.2.1”项下滤过前和滤过后的对照品溶液各适

量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算

吸附量。结果，0.45 μm微孔滤膜对双氢青蒿素的吸附

量＜2.0％（n＝6），符合规定[10]。

2.13 样品溶出度测定

取 3批样品各适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，用外标法以峰面

积计算溶出度（要求≥标示量的70％）；同时，以2010年

版《中国药典》（第一增补本）的方法测定溶出度，结果见

表3。

表3 样品溶出度测定结果（n＝6，％）

Tab 3 Results of dissolution determination of samples

（n＝6，％）

样品批号

010212

011110

010512

测定次数
1

96.2

80.1

87.6

2

95.1

77.9

88.3

3

92.8

74.2

91.3

4

95.6

73.7

90.5

5

95.7

78.9

93.3

6

94.0

82.4

86.7

平均值

94.9

77.9

89.6

2010年版药
典方法

83.1

71.0

86.8

3 讨论
本课题组曾取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：

010212）适量，分别于室温下放置 0、1、2、4、6、8、12 h时

按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果显

示，供试品溶液在室温下放置2 h后，其中的双氢青蒿素

峰面积呈显著递减趋势，因此本试验制备的供试品溶液

应在2 h内完成测定。

因为双氢青蒿素存在α和β两种差向异构体，在不同

溶剂中溶解两种异构体可能会相互转换且双氢青蒿素

中无共轭结构和发色基团，不宜用分光光度法和HPLC

法直接测定。考虑到双氢青蒿素含内酯结构，在碱性条

件下易水解，能得到更加稳定和紫外吸收更强的衍生物

（双氢青蒿素衍生物1和2）。故本试验将样品前处理中

加入 3.6％氢氧化钠溶液体积由 5 mL改为 20 mL，加入

磷酸的体积由 0.2 mL改为 0.7 mL，使其衍生更加完全，
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图3 样品在不同时间点的溶出曲线（n＝6）

Fig 3 Dissolution curves of samples at different time

points（n＝6）
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图2 样品在4种溶出介质中的溶出曲线

Fig 2 Dissolution curves of samples in 4 kinds of disso-

lution mediums

表1 回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

加入量，mg

32.96

32.96

32.96

40.90

40.90

40.90

47.76

47.76

47.76

测得量，mg

32.72

32.81

32.69

40.89

40.95

40.91

47.98

47.88

47.83

回收率，％
99.27

99.54

99.18

99.98

100.12

100.02

100.46

100.25

100.15

平均回收率，％

99.89

RSD，％

0.45
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使其定量更准确；且所有方法学验证试验均按外标法以

双氢青蒿素衍生物1和2的峰面积之和计算结果。

按2010年版《中国药典》（第一增补本）[8]方法测定，

3批样品的平均溶出度分别为83.1％、71.0％、86.8％；而

按本试验方法测定，3 批样品的平均溶出度分别为

94.9％、77.9％、89.6％，溶出度测定结果显示灵敏度明

显提高。

综上所述，改进后的方法提高了其灵敏度、溶出度

以及检测结果的准确性。
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三维荧光光谱结合交替三线性分解算法测定徐长卿药材中丹皮
酚的含量Δ
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摘 要 目的：采用三维荧光光谱结合交替三线性分解（ATLD）算法测定徐长卿药材中丹皮酚的含量。方法：构建三线性模型，利

用最小二乘原理进行ATLD，采用核一致诊断法对体系的组分数进行拟合，采用数学校正法校正内滤光效应。三维荧光光谱扫描

条件：激发波长范围为 250～400 nm，发射波长范围为 410～600 nm，波长间隔为 5 nm，狭缝宽度为 5.0/5.0 nm，扫描速度为 1 200

nm/min；测定吸收光谱条件：扫描波长范围为250～600 nm，扫描速度为600 nm/min；以Al（Ⅲ）作敏化剂增强丹皮酚的荧光强度。

以高效液相色谱法（HPLC）测定药材样品中丹皮酚含量作为验证。结果：丹皮酚检测质量浓度线性范围为 0.132～1.188 μg/mL

（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD＜3.0％；加样回收率为100.1％～104.7％（RSD＝2.39％，n＝9）；丹皮酚的解析光

谱与其真实光谱几乎完全重合。HPLC测定结果与ATLD算法结果十分相近。结论：三维荧光光谱结合ATLD算法简便、快速、高

效、准确，可用于复杂体系中特定组分的定性与定量分析。

关键词 三维荧光光谱；交替三线性分解算法；徐长卿；丹皮酚；高效液相色谱法

Content Determination of Paeonol in Cynanchum paniculatum by Three-dimensional Fluorescence Coupled

with ATLD Algorithm

BAI Xuemei，LIU Delong，WEI Yongju（College of Chemistry and Material Science，Hebei Normal University，

Shijiazhuang 050024，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To determine the content of paeonol in Cynanchum paniculatum by three-dimensional fluorescence

coupled with ATLD algorithm. METHODS：The trilinear model was established. The principle of least square was used for ATLD.

The component value was fitted by core consistency diagnosis，and inner filter effect was corrected by mathematical correction

method. Fluorescence scanning condition included excitation wavelength of 250-400 nm，emission wavelength of 410-600 nm，

wavelength interval of 5 nm，slit width of 5.0/5.0 nm，scanning speed of 1 200 nm/min. Determination and absorption spectrum

condition included scanning wavelength of 250-600 nm，scanning speed of 600 nm/min；Al（Ⅲ）was used as the sensitizer to in-

crease the fluorescence intensity of paeonol. The content of paeonol was determined by HPLC. RESULTS：The linear range of pae-
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