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一、项目来源

《黄花蒿中青蒿素含量的测定 液相色谱-三重四级杆质谱法》标准涉及青蒿素液相色谱-三重四级杆质谱法的测定，属于新制定标准，由广西大学提出。

二、项目背景及目的意义

黄花蒿（Artemisia annua L.）,又名香蒿、青蒿、臭蒿、犱蒿等，是双子叶植物纲、菊科、蒿属一年生草本植物，挥发性气味特异，具有清热解暑、抗疟疾、退黄等功效[1]。黄花蒿提取物含有多种活性成分，包括倍半萜类、黄酮类、挥发油类、香豆素类及其他等[2-12]。青蒿素主要来源于传统中药黄花蒿，研究表明其具有强大的抗疟作用，是我国唯一能获得国际认可的抗疟药物[13]。但是近年来随着研究的深入，青蒿素其它作用也越来越多被发现和应用研究，大量的研究表明青蒿素及其衍生物不仅具有抗肿瘤、免疫调节、预防骨质疏松、抗菌作用，抗病毒作用也同样瞩目[14]。

不同产地、不同生长时期的黄花蒿，青蒿素含量有所区别，黄花蒿的规范栽培受到了重视，因此制定规范标准进行测定黄花蒿中青蒿素含量对黄花蒿的品质控制具有重要的意义。本标准主要针对黄花蒿中青蒿素的测定进行研究，从前处理方法、测试方法进行优化，形成一套完整的测试流程，检出限低、检测时间短、稳定性好、准确度高。

本标准的制定，除了能准确测定黄花蒿中青蒿素的含量，作为黄花蒿质量控制的标准之一，也为其它植物中青蒿素的测定提供重要参考价值。

三、项目编制过程

（一）成立标准编制工作组

《黄花蒿中青蒿素含量的测定 液相色谱-三重四级杆质谱法》项目任务下达后，由广西大学组织成立标准编制工作组，起草单位制定了起草编写方案与进度安排，明确任务职责，确定工作技术路线，开展标准研制工作。具体编制工作由广西大学组成的标准编制工作组负责，标准编制工作组按GB/T 1.1、GB/T 1.2的要求，各编写小组人员开展了资料收集与分析、方法开发、方法学测试等相关工作。
（二）收集整理文献资料

标准编制工作组经查阅，收集了国内有关青蒿素相关文献资料。主要有：

《中国药典》 第二部  
（三）研讨确定标准主体内容

标准编制工作组对收集到的资料进行整理研究后，组织召开了标准编制工作会议，对标准的整体框架结构进行研究分析，并对标准的关键性内容进行了初步探讨。经工作组研究确定，标准主体内容主要包括：前处理与仪器方法、正确度、精密度、线性范围、检出限与定量限。

（四）实地调研，编写形成征求意见稿

工作组按照《中华人民共和国标准化法》、《团体标准管理规定》的要求，并结实际情况，起草了团体标准《黄花蒿中青蒿素含量的测定 液相色谱-三重四级杆质谱法标准》（讨论稿）。

4月，项目编制组充分讨论《黄花蒿中青蒿素含量的测定 液相色谱-三重四级杆质谱法》（讨论稿），再次对讨论稿进行了详细研究，并实际征求意见，通过收集反馈了大量意见，标准编制工作组多次召开会议，对标准草案进行了充分讨论，反复修改完善标准文本，最终形成《黄花蒿中青蒿素含量的测定 液相色谱-三重四级杆质谱法》（征求意见稿）和（征求意见稿）编制说明。

四、标准制定原则

以液相色谱-质谱法为立足点，基于黄花蒿中青蒿素含量测定的现状，与现代技术相结合，以精准测量，提高检测效率为基本原则，改善测试方法，保证检测数据稳定、可靠。

标准制定以保证适用的前提下，内容力求完整、准确、易于理解，充分注重标准的科学性、先进性、适用性、经济合理性、安全可靠性、切实可行及协调统一性为基本原则。编制本标准遵循如下原则：

（1）本标准的编制遵循《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》（GB/T 1.1-2020）的要求；

（2）在收集国内外相关标准基础上，广泛征求相关专家的意见，结合大量实验数据，确定标准内容；

（3）通过研究与示范，使制定的标准做到系统性、科学性、实用性、协调性和可操作性。

五、标准主要内容及依据来源

《黄花蒿中青蒿素含量的测定 液相色谱-三重四级杆质谱法》标准主体内容主要包括：前处理与仪器方法、正确度、精密度、线性范围、检出限与定量限。标准主要内容说明如下：

1  前处理与仪器方法
本标准确定了前处理与仪器测试方法。

前处理：称取样品0.1g（精确至0.001g）于 50 mL 聚丙烯塑料离心管中,加入25mL乙腈，室温振荡3min，于30℃超声提取30min，4000r/min离心5min，取上清液。

取1mL上述上清液液于预先称有20mg PSA和50mg C18 的2mL聚丙烯塑料离心管中，振荡1min，在4000r/min离心5min。过0.22μm有机微孔滤膜后备用。滤液供液相色谱-质谱测定。

仪器测试方法：

1.色谱参考条件

a） 色谱柱： BEH C18 2.1×100mm 粒度1.7μm，或性能相当者。

b） 流动相：A：0.1％甲酸-水溶液，B：乙腈。

c） 流速：0.300 mL/min，梯度洗脱程序见表1。

表1 梯度洗脱程序表

	梯度时间/min
	流动相 A /%
	流动相 B/%

	0
	80
	20

	4.5
	5
	95

	6
	5
	95

	6.1
	80
	20

	8
	80
	20


d） 柱温：40℃。

e） 进样量：2μL。

2.质谱分析参考条件

a)  离子源温度：105 ℃；

b)  电喷雾电压：4800 V；

c)  碰撞气流量：0.75 mL/min；

d)  去溶剂气流量：6 L/min；

e)  挡板电压：700V；

f)  去溶剂气温度：480 ℃;

g)  正离子扫描模式，青蒿素的质谱条件见表2。

表2 青蒿素质谱测试条件

	组分名称
	离子对

m/z
	锥孔电压

V
	碰撞气能量

eV

	青蒿素
	283.05->265.05a
	45
	7

	
	283.05->247.05
	45
	7

	a 为定量离子对。


2  正确度
各浓度加标回收率见表3。

表3 各浓度加标回收率

	添加浓度/（μg/g）
	回收率范围／％
	精密度/%

	12.5
	86.8~108.7
	0.7

	37.5
	96.2~111.5
	1.2

	75.0
	106.5~109.8
	0.4


本标准测定的正确度符合GB/T 27417-2017的要求。

3  精密度
重复测定7份同浓度的标准品，测得含量相对标准偏差为2.54%。

本标准测定的重复性均符合GB/T 27417-2017的要求。
4  线性范围
以青蒿素的峰面积为纵坐标，浓度（单位：ng／mL）为横坐标绘制标准曲线，得到青蒿素线性方程为y = 2622.7237x + 4624.4686
 r=0.9994，青蒿素在 3~300 ng/mL之间线性范围良好。
5  检出限与定量限
本标准确定了该方法的检出限与定量限。

检出限为：0.25μg/g，定量限为：0.75μg/g
六、国内同类标准制修订情况及与法律法规、强制性标准关系

经查阅，与青蒿素测定相关的国家标准、行业标准、地方标准共1项。其中国家标准1项，为《中国药典》 第二部，高效液相色谱法测定青蒿素的含量，以上标准主要涉及青蒿素含量的测定，未有标准专门针对黄花蒿中青蒿素含量的测定进行全面的规范。

七、重大分歧意见的处理经过和依据

本标准研制过程中无重大分歧意见。

八、标准水平

（一）、与现有标准及修订中的标准协调配套情况

本标准的内容与现行的法律、法规及强制性标准无冲突，标准的编写符合GB/T 1.1-2020的要求。

（二）、涉及国内外专利及处置情况

经查，本文件没有涉及国内外专利。

九、标准作为强制性或推荐性国家（或行业）标准的建议

无。

十、贯彻标准的要求和措施建议

无。

十一、废止现行有关标准的建议

无。

十二、其他应予以说明的事项

无。
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