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５－羟甲基糠醛（５－ＨＭＦ）是葡萄糖、果糖等单糖在
高温、酸性条件或微生物的作用下脱水生成的醛类化合

物，对人体横纹肌和内脏有损害，具有神经毒性，能与人

体蛋白质结合产生蓄积中毒犤１－２犦，还有遗传毒性、致癌性和

致突变性犤３犦。葡萄糖酸锌口服溶液适用于小儿厌食症、

皮肤痤疮、口腔溃疡、儿童生长发育迟缓等缺锌性疾病，

其质量标准收载于２０１５年版《中国药典（二部）》犤４犦１２７６，
但并未对杂质进行控制。葡萄糖酸锌合成的起始原料主

要为葡萄糖，且口服溶液辅料中含有较多蔗糖，特别在

高温灭菌过程中犤５犦，极易产生糖的降解产物 ５－ＨＭＦ。

２０１５年版《中国药典牗二部牘》对以葡萄糖为载体的注射
液均进行 ５－ＨＭＦ的控制犤４犦２１５，３８０，４８９，１２９０，且 ２０１５年版
《中国药典牗一部牘》对药用蜂蜜进行了５－ＨＭＦ的控制犤６犦。本

研究中采用高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法对葡萄糖酸锌口服溶
液中杂质５－ＨＭＦ进行限量检查，为提高本品质量标准
提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｗａｔｅｒｓ２６９５型ＨＰＬＣ仪，包括２９９８ＰＤＡ检测器，Ｅｍ

ｐｏｗｅｒ色谱工作站牗美国Ｗａｔｅｒｓ有限公司）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＰ２１１Ｄ
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葡萄糖酸锌口服溶液中５－羟甲基糠醛限量检查
李 玲，王秋实

（江苏省连云港市食品药品检验检测中心，江苏 连云港 ２２２００６）
摘要：目的 建立测定葡萄糖酸锌口服溶液中 ５－羟甲基糠醛（５－ＨＭＦ）含量的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法。方法 色谱柱采用

ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．１％甲酸（８∶９２，Ｖ／Ｖ），流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２８４ｎｍ，
柱温为３０℃，进样量为２０μＬ。结果 ５－ＨＭＦ质量浓度在０．２０２～４０．４８０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９８），平均回
收率为９９．５８％，ＲＳＤ为０．５２％（ｎ＝９），５－ＨＭＦ检测限为１．０ｎｇ。结论 该方法适用于葡萄糖酸锌口服溶液中５－ＨＭＦ的限量检查，
可为该品种质量标准的提升提供参考。

关键词：高效液相色谱法；葡萄糖酸锌口服溶液；５－羟甲基糠醛；限量检查
中图分类号：Ｒ９３２；Ｒ２８４．１；Ｒ２８６．０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０２０牘１１－００６５－０３

ＬｉｍｉｔＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ５－ＨｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌｉｎＺｉｎｃＧｌｕｃｏｎａｔｅＯｒａｌＳｏｌｕｔｉｏｎ
ＬＩＬｉｎｇ，ＷＡＮＧＱｉｕｓｈｉ

（ＬｉａｎｙｕｎｇａｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｌｉａｎｙｕｎｇａｎｇ，Ｊｉａｎｇｓｕ，Ｃｈｉｎａ ２２２００６）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ５－ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ牗５－ＨＭＦ牘ｉｎｚｉｎｃｇｌｕｃｏｎａｔｅｏｒａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒ
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ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（８∶９２，Ｖ／Ｖ）．Ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１．０ｍＬ／ｍｉｎａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
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ｗａｓ０．２０２－４０．４８０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９８），ａｎｄｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ９９．５８％，ＲＳＤ＝０．５２％（ｎ＝９）；ｔｈｅｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗａｓ１．０ｎｇ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｌｉｍｉｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ５－ＨＭＦｉｎｚｉｎｃｇｌｕｃｏｎａｔｅｏｒａｌｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｇｉｖｅｓａｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｔｏｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆｉｔｓｓｔａｎｄａｒｄ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｚｉｎｃｇｌｕｃｏｎａｔｅｏｒａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ；５－ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ；ｌｉｍｉｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
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厂家

湖北纽兰药业有限公司

湖北纽兰药业有限公司

亚宝药业四川制药有限公司

亚宝药业四川制药有限公司

哈药集团三精制药有限公司

河南同源制药有限公司

杭州华润老桐君药业有限公司

四川健能制药有限公司
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１．５－ＨＭＦ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．空白溶剂

图１ 高效液相色谱图

０．７

０．６

０．５

０．４

０．３

０．２

０．１

０

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０
ｔ／ｍｉｎ

ａ ｂ ｃ ｄ ｅ ｆ

ＡＵ

ａ．碱破坏 ｂ．光照破坏 ｃ．氧化破坏 ｄ．未破坏

ｅ．酸破坏 ｆ．高温破坏
图２ 破坏性试验高效液相色谱图
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型电子分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，精度为十万分之一）。
１．２ 试药

５－ＨＭＦ对照品（中国食品药品检定研究院，批号
为 １１１６２６－２０１６１０，纯度为 ９９．２％）；葡萄糖酸锌口服
溶液（厂家和批号见表１，规格为 ０．３５％）；乙腈和甲酸
均为色谱纯；水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：乙腈－０．１％甲酸（８∶９２，Ｖ／Ｖ）；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８４ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：
２０μＬ。
２．２ 溶液制备

取５－ＨＭＦ对照品１０．１２ｍｇ，精密称定，置１００ｍＬ
容量瓶中，加水振摇使溶解，稀释至刻度，摇匀，作为

对照品贮备液。精密量取对照品贮备液 ２ｍＬ，置 １０ｍＬ
容量瓶中，加水稀释至刻度，作为对照品溶液。取本品

５ｍＬ，精密称定，置１０ｍＬ容量瓶中，加水振摇使溶解，
稀释至刻度，摇匀，即得供试品溶液。

２．３ 专属性试验
量取上述空白溶剂、对照品溶液与供试品溶液各

２０μＬ，注入液相色谱仪，按拟订色谱条件进样测定。结
果溶剂不干扰测定，５－ＨＭＦ与相邻杂质均能完全分
离，专属性良好，理论板数按 ５－ＨＭＦ峰计不低于
３０００。色谱图见图１。
２．４ 破坏性试验

量取样品（批号为２０１８０９０４）５ｍＬ，共５份，分别进

行酸破坏（加０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液２ｍＬ，室温放置４ｈ，加
０．２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液２ｍＬ中和，用水定容至１０ｍＬ），
碱破坏（加 ０．２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液 ２ｍＬ，室温放置
４ｈ，加 ０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液 ２ｍＬ中和，用水定容至
１０ｍＬ），氧化破坏（加 ３％过氧化氢溶液 ５ｍＬ，室温放
置 ４ｈ），光照破坏（置 ４５００ｌｘ，２４ｈ，定容至 １０ｍＬ），高
温加热（９０℃水浴 ４ｈ，放冷至室温，定容至 １０ｍＬ）。分
别取上述破坏溶液 ２０μＬ，进样测定，结果 ５－ＨＭＦ色
谱峰与上述破坏样品中相邻成分峰分离良好，破坏样品

中产生的杂质对５－ＨＭＦ的测定无干扰。其中，５－ＨＭＦ
在碱和光照破坏条件下降解严重，稳定性差；在氧化条

件下略有降解；在酸破坏条件下稳定性良好，基本无降

解。结果见图２。

２．５ 方法学考察
线性关系考察：分别精密量取２．２项下对照品贮备

液各适量，用水稀释成质量浓度分别为 ０．２，１，４，１０，
２０，４０μｇ／ｍＬ的系列线性对照品溶液，按拟订色谱条件
进样测定，以对照品质量浓度（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）
为纵坐标绘制标准曲线，得回归方程 Ｙ＝１４４１３４Ｘ－
２３２５３，ｒ＝０．９９９８牗ｎ＝６牘。结果表明，５－ＨＭＦ质量浓度
在０．２０２～４０．４８０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

稳定性试验：取供试品溶液（批号为２０１８０９０４），分
别于０，２，８，１２，１８，２４ｈ时进样测定，记录色谱图。结果
５－ＨＭＦ峰面积的 ＲＳＤ为 １．１６％（ｎ＝６），表明供试品
溶液在２４ｈ内稳定。

表１ ８批葡萄糖酸锌口服溶液的厂家及批号



６７

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年６月５日 第２９卷第１１期
Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．１１牞Ｊｕｎｅ５牞２０２０

样品含量（μｇ）

１５２．８
１５２．８
１５２．８
１５２．８
１５２．８
１５２．８
１５２．８
１５２．８
１５２．８

加入量（μｇ）

１００．４
１００．４
１００．４
１５０．６
１５０．６
１５０．６
２００．８
２００．８
２００．８

测得量（μｇ）

２５２．８
２５１．９
２５３．１
３０３．８
３０３．０
３０２．４
３５１．７
３５４．０
３５２．５

回收率（％）

９９．６０
９８．７１
９９．９０
１００．２７
９９．７３
９９．３４
９９．０５
１００．２０
９９．４５

Ｘ（％）

９９．５８

ＲＳＤ（％）

０．５２

表２ ５－ＨＭＦ加样回收试验结果（ｎ＝９）

精密度试验：取对照品溶液，连续进样 ６次，测定
５－ＨＭＦ峰面积。结果的 ＲＳＤ为 ０．６９％（ｎ＝６），表明
仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批样品（批号为２０１８０９０４）６份，
按２．２项下方法平行制备供试品溶液，按拟订色谱条件
进样测定。结果 ５－ＨＭＦ含量平均值为 ３０．６μｇ／ｍＬ，
ＲＳＤ为０．８６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

２０１８０９０４）９份，精密量取 ５ｍＬ，分别置 ２０ｍＬ容量瓶
中，平均分成３组，分别精密加入对照品贮备液１，１．５，
２ｍＬ，加水稀释至刻度，摇匀，即得供试品溶液。精密吸取
２０μＬ，注入液相色谱仪，计算加样回收率。结果见表２。

检测限和定量限确定：精密量取５－ＨＭＦ对照品溶
液适量，加水逐步稀释，进样，根据信噪比（Ｓ／Ｎ）为 ３
和 １０分别确定检测限和定量限，结果检测限和定量限
分别为１．０ｎｇ和４．０ｎｇ。
２．６ 样品含量测定

取８批牗批号分别为 ２０１９０４０６，２０１８０９０４，１８１１１３，
１８０９５０，１８１２０８３３，１８１１０４，２０１８１２０６，１８０９０６牘样品，按
２．２项下方法制备供试品溶液，精密吸取２０μＬ，按拟订
色谱条件进行测定，并按外标法计算含量。结果前７批
样品中 ５－ＨＭＦ分别为 １．９５，３０．５６，３９．１４，３９．２５，
０．７０，３．７７，４１．４６μｇ／ｍＬ，仅批号为 １８０９０６的样品中
未检出。

３ 讨论

３．１ 提取方法选择
５－ＨＭＦ易溶于甲醇、乙醇和水，曾比较甲醇、５０％

甲醇和水作为提取溶剂的差异，结果３种溶剂均能达到
充分提取的效果。考虑到成本及安全问题，结果选择水

作为提取溶剂，且杂质较少。同时，考察超声时间（０，５，
１０ｍｉｎ）对提取效率的影响，结果制备供试品溶液不需
要超声，适当振摇即可提取完全。

３．２ 检测结果分析
共收集销售较好的６个厂家共８批次的样品，试验结果

表明，８批样品中５－ＨＭＦ含量在０．７０～４１．４６μｇ／ｍＬ范
围，其中有 １批未检出 ５－ＨＭＦ，最高质量浓度与最低
质量浓度相差近６０倍。可见，目前市售葡萄糖酸锌口服溶
液质量参差不齐，部分厂家在生产工艺、储存、质量控制

等方面仍不完善。为保证成品质量，应重点考察工艺合

理性，制订规范化的生产过程及合理的质量控制指标。

３．３ 应用价值
葡萄糖酸锌口服溶液儿童及成人的口服剂量范围

为 １０～４０ｍＬ／ｄ，其中 ５－ＨＭＦ的质量浓度范围为
０．７０～４１．４６μｇ／ｍＬ，日暴露量则为 ７．０μｇ～１．６６ｍｇ。
对比以下 ３种情况：１）２０１５年版《中国药典（二部）》对
葡萄糖注射液、以葡萄糖为载体的注射液均规定了５－
ＨＭＦ的限量，经折算，日最大暴露量分别为１．７５ｍｇ（临
床常用规格为５％）和５ｍｇ犤３犦，本试验中样品中５－ＨＭＦ
含量均在允许范围内；２）２０１５年版《中国药典（一部）》
对蜂蜜规定了５－ＨＭＦ的限量，经折算，日最大暴露量
为１．２ｍｇ犤３犦，本研究中有４批样品均超过日最大暴露量
限度；３牘５－ＨＭＦ属 ２类遗传毒性杂质，限度的制订需
按遗传毒性杂质要求进行，最理想的限度是５－ＨＭＦ的
日暴露量为１．５μｇ犤３犦，本试验中有７批样品中５－ＨＭＦ
的含量远超过毒理学阈值（ＴＴＣ）限度的要求，存在安全
隐患，但ＴＴＣ是一个高度保守的暴露量，控制指标过于
严格会导致生产成本增加和生产工艺的难度。由于葡萄

糖酸锌口服溶液属口服制剂，故参考蜂蜜的５－ＨＭＦ日
最大暴露量来制订本品的质控限度，经折算，将毒性杂

质 ５－ＨＭＦ限度定为应不得过 ３０μｇ／ｍＬ。建议本品质
量标准增加５－ＨＭＦ检查项，建议部分厂家完善生产工
艺，提高产品质量，以保证临床用药安全性。葡萄糖酸锌

口服溶液临床广泛应用于儿童，故控制遗传毒性杂质

５－ＨＭＦ的限量具有重要临床意义。
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