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犤１２犦ＰＡＮＤＥＹＶ，ＳＩＮＧＨＡ，ＳＩＮＧＨＡ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ
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犤１３犦刘 冬 ．来曲唑联合 Ｈｐ－ＨＭＧ对多囊卵巢综合征所致不
孕症患者治疗效果研究犤Ｊ犦．中国妇幼保健，２０１９，３４（１６）：

３７６６－３７６８．
犤１４犦邓 思．来曲唑与氯米芬治疗多囊卵巢综合征不孕效果对

比分析犤Ｊ犦．青岛医药卫生，２０１９，５１（１）：４７－４９．
犤１５犦李 楠，陈 梅，王海静 ．克罗米芬和来曲唑对小鼠子宫内

膜生长发育及血管生成、妊娠率的比较犤Ｊ犦．广西医学，

２０１８，４０（１５）：１６９８－１７０１．
犤１６犦张 婷，李 颖，王佩红，等．来曲唑联合 ＨＭＧ治疗不同体

质量指数ＰＣＯＳ不孕患者的促排卵效果及妊娠结局分析犤Ｊ犦．
海南医学，２０１９，３０（１５）：１９５０－１９５３．

犤１７犦白淑芳，柏 璐，白雅维，等 ．曲唑分别联合氯米芬与尿促
性腺激素治疗对多囊卵巢综合征患者血清性激素及 ＣＯＲ
水平的影响犤Ｊ犦．解放军医药杂志，２０１９，３１（８）：９５－９９．

犤１８犦员相冰，郝 娟，胡萌萌，等 ．不同促排卵方案对多囊卵巢
综合征不孕症患者治疗效果的临床研究犤Ｊ犦．医学研究杂志，

２０１８，４７（４）：１０６－１０９．
犤１９犦徐晓航，张翠莲，张少娣，等 ．来曲唑联合克罗米芬促排卵

在卵巢低反应患者中的应用犤Ｊ犦．中国计划生育和妇产科，

２０１８，１０（１１）：８４－８７．
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脑心舒口服液主要成分为蜜环菌浓缩液、蜂王浆，

辅料为蜂蜜、香精、苯甲酸钠，具有滋补强壮、镇静安神

功效犤１犦。其质量标准收载于《卫生部药品标准·中药成

方制剂牗第二十册牘》犤１犦，标准中无杂质 ５－羟甲基糠醛
（５－ＨＭＦ）的检查项。蜂蜜作为矫味剂（用量为４５％）添
加到制剂中，蜂蜜中果糖和葡萄糖的总量不少于６０％犤２犦。

５－ＨＭＦ是由葡萄糖等单糖化合物在高温或弱酸等条
件下脱水生成的醛类化合物，脑心舒口服液在制备过程

包括将蜂蜜在９０～１００℃下加热炼制环节犤１犦，故极易降

解出杂质５－ＨＭＦ。５－ＨＭＦ为第２类基因毒性杂质犤３犦，

对人体有致敏性、致癌性、神经毒性、基因毒性等副

作用犤３－６犦。杂质尤其是基因毒性杂质作为影响药品安全

性的关键因素，目前已成为药品评价和研究的重点犤７犦。

本试验中建立了测定脑心舒口服液中 ５－ＨＭＦ含量的
高效液相色谱法，旨在为制剂的质量控制和质量标准提

高提供参考。现报道如下。

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

高效液相色谱法测定脑心舒口服液中杂质５－羟甲基糠醛含量
李 玲，吴 琦，王婷婷

（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 建立测定脑心舒口服液中杂质５－羟甲基糠醛牗５－ＨＭＦ牘含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －０．１％磷酸溶液（梯度洗脱），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 ０．２０４～７６．６５μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９７，ｎ＝７）范围内与峰面积线性关系良好；精密度、稳定性、重复
性试验结果的 ＲＳＤ均小于２．０％（ｎ＝６），平均加样回收率为９９．１８％，ＲＳＤ为１．６１％（ｎ＝９）。结论 该方法操作简便、结果准确，精密

度、稳定性、重复性、耐用性均好，可用于脑心舒口服液中杂质５－ＨＭＦ含量的测定。
关键词：高效液相色谱法；脑心舒口服液；５－羟甲基糠醛；含量测定
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１．５－羟甲基糠醛

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

１．５－ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｗａｔｅｒｓ２６９５型高效液相色谱仪，包括 Ｅｍｐｏｗｅｒ软
件（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＫＨ－７００ＤＥ型数控超声波清洗
器（昆山禾创超声仪器有限公司）；ＢＰ２１１Ｄ型十万分之
一电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）。
１．２ 试药

５－ＨＭＦ对照品（中国食品药品检定研究院，批
号为 １１１６２６－２０１９１２，含量为 ９９．２％）；脑心舒口服液
牗市售中药制剂）；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，
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：甲醇（Ａ）－０．１％磷酸溶液（Ｂ），梯度洗
脱（０～１３ｍｉｎ时１０％Ａ，１３～１４ｍｉｎ时１０％Ａ→８０％Ａ，
１４～２０ｍｉｎ时 ８０％Ａ，２０～２１ｍｉｎ时 ８０％Ａ→１０％Ａ，
２１～３０ｍｉｎ时１０％Ａ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８４ｎｍ；
柱温：３０℃；进样量：２０μＬ。
２．２ 溶液制备

对照品溶液：取５－ＨＭＦ对照品适量，精密称定，加
甲醇－水（１∶１，Ｖ／Ｖ）制成每 １ｍＬ含 ５－ＨＭＦ１０２．２μｇ
的对照品贮备液；精密吸取 ２ｍＬ，置 ２０ｍＬ容量瓶
中，用甲醇－水（１∶１，Ｖ／Ｖ）定容，摇匀，制成每１ｍＬ含
５－ＨＭＦ１０．２２μｇ的对照品溶液。

供试品溶液：精密量取样品１ｍＬ，置２０ｍＬ容量瓶
中，加甲醇 －水（１∶１，Ｖ／Ｖ）超声（功率 ２００Ｗ，频率
４０ｋＨｚ）处理，并定容，摇匀，滤过，即得。

阴性对照品溶液：按脑心舒口服液处方和工艺制备

不含蜂蜜的阴性样品，并按供试品溶液制备方法制备阴

性对照品溶液。

２．３ 方法学考察

专属性试验：取对照品溶液、供试品溶液及阴性对

照品溶液各适量，按 ２．１项下色谱条件进样测定。结果
理论板数按 ５－ＨＭＦ峰计应不低于 ３０００，阴性对照品
溶液色谱中，在与５－ＨＭＦ对照品溶液色谱相应保留时
间处无干扰峰，表明专属性良好。详见图１。

线性关系考察：分别精密量取２．２项下５－ＨＭＦ对
照品贮备液 ０．０４，０．２０，１．００，２．００，４．００，１０．００，
１５．００ｍＬ，分别置 ２０ｍＬ容量瓶中，加甲醇 －水（１∶１，
Ｖ／Ｖ）定容，摇匀，制成系列对照品溶液。精密量取２０μＬ，
按 ２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以
５－ＨＭＦ质量浓度（μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积为纵坐标
进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝１４２７６４Ｘ－３２１６３，
ｒ＝０．９９９７牗ｎ＝７牘。结果表明，５－ＨＭＦ质量浓度在
０．２０４～７６．６５μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

定量限、检测限考察：将对照品溶液逐级稀释，按

２．１项下色谱条件进样测定，以信噪比牗Ｓ／Ｎ牘１０∶１，３∶１
分别计算定量限和检测限。结果定量限和检测限分别为

０．２１，０．０７μｇ／ｍＬ。
精密度试验：取２．２项下对照品溶液，按２．１项下色

谱条件连续进样测定６次，记录峰面积。结果５－ＨＭＦ峰
面积的 ＲＳＤ为０．３７％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（批号为２００２０８）适量，按２．２项
下方法制备供试品溶液，分别于室温下放置 ０，２，４，６，
１２，２４ｈ时按２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。
结果５－ＨＭＦ峰面积的 ＲＳＤ为１．１６％（ｎ＝６），表明供
试品溶液在室温下２４ｈ内稳定。

重复性试验：取样品（批号为２００２０８）适量，平行６份，
按２．２项下方法制备供试品溶液，按２．１项下色谱条件进
样分析，记录峰面积，并计算含量。结果５－ＨＭＦ峰面积的
ＲＳＤ为１．７５％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：取已知含量样品（批号为２００２０８）

０．５ｍＬ，共９份，分别加入低、中、高质量浓度对照品溶液，
按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，记录峰面积，计算回收率。结果见表１。

·检验检测·
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样品含量

（ｍｇ）

０．１０１３
０．１０１３
０．１０１３
０．１０１３
０．１０１３
０．１０１３
０．１０１３
０．１０１３
０．１０１３

加入量

（ｍｇ）

０．０８１１
０．０８１１
０．０８１１
０．１０１４
０．１０１４
０．１０１４
０．１２１７
０．１２１７
０．１２１７

测得量

（ｍｇ）

０．１８２３
０．１８０４
０．１８１４
０．２０３５
０．２０２１
０．２０１５
０．２２２５
０．２２３３
０．２２０１

回收率

（％）

９９．８８
９７．５３
９８．７７
１００．７９
９９．４１
９８．８２
９９．５９
１００．２５
９７．６２

Ｘ
（％）

９９．１８

ＲＳＤ
（％）

１．６１

生产企业

湖北金龙药业有限公司

湖北东信药业有限公司

湖北东信药业有限公司

湖北福广制药有限公司

吉林敖东药业集团股份有限公司

江苏神华药业有限公司

吉林天强制药有限公司

湖北太子药业有限公司

江西汇仁药业股份有限公司

吉林省利华制药有限公司

湖北济安堂药业股份有限公司

湖北济安堂药业股份有限公司

批号

２０２００１０９
２００３１１
２００３０４
２０１９１２０５
１９１１１５
２０１９１２３１
２００２０８
２０２００１０２
１９１１０２３
２０２００２０４
１９１２０４
１９０８０３Ａ

含量

０．００６１
０．０２８９
０．０２９８
０．０６２２
０．１２８３
０．１４７２
０．２０２６
０．２１３４
０．２４０３
０．３３７８
０．７４３４
１．２４７４
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表２ 样品信息及５－ＨＭＦ含量测定结果（ｍｇ／ｍＬ，ｎ＝１２）
Ｔａｂ．２ Ｔｈｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ５－ＨＭＦｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ（ｍｇ／ｍＬ，ｎ＝１２）

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝９）

２．４ 样品含量测定

取 １２批样品各适量，分别按 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，记录峰面
积，并计算样品中５－ＨＭＦ的含量。结果见表２。

３ 讨论

预试验中，对甲醇－水、乙腈－水、甲醇－０．０１％磷
酸溶液、甲醇 －０．０５％磷酸溶液、甲醇 －０．１％磷酸溶
液、乙腈－０．１％磷酸溶液等流动相体系进行对比考察，
并对不同梯度洗脱比例进行摸索，最终确定采用甲醇－
０．１％磷酸溶液为流动相，进行梯度洗脱。在此色谱条件
下，５－ＨＭＦ峰形对称，理论板数最佳，并能与相邻成分
峰达到完全分离。

耐用性试验中适当改变色谱条件，如流动相中磷酸

溶液体积分数（０．０８％，０．１０％，０．１２％）、流速（０．９，
１．０，１．１ｍＬ／ｍｉｎ）、柱温（２５，３０，３５℃），结果各考察因
素在耐用性范围内变动时，供试品中５－ＨＭＦ含量测定
结果基本一致，表明流动相、流速和柱温在一定限度内

变化时，本方法能满足试验要求，耐用性较好。

试验中收集了１２批市售脑心舒口服液（１０个不同生
产企业），含量测定结果表明，１２批样品中均检出５－ＨＭＦ，
且各批次样品间差异较大，最高质量浓度与最低质量浓

度相差约 ２００倍，可见市售脑心舒口服液质量参差不
齐。２０１５年版《中国药典（一部）》规定蜂蜜中 ５－ＨＭＦ
含量不得过 ０．００４％犤２犦，按脑心舒口服液的处方工艺

（蜂蜜占 ４５％），理论计算制剂中 ５－ＨＭＦ含量最高为
０．０１８ｍｇ／ｍＬ，所检测样品中仅１批的５－ＨＭＦ含量低
于 ０．０１８ｍｇ／ｍＬ。可见，脑心舒口服液中 ５－ＨＭＦ的来
源很可能是制剂在处方制备过程中蜂蜜加热炼制（９０～
１００℃）犤１犦降解产生，有的厂家的５－ＨＭＦ含量尤其高，
也可能为使用了劣质蜂蜜作为辅料或蜂蜜加热炼制时

间过长导致。

脑心舒口服液的用量为１次１０ｍＬ，１日２次，而脑
心舒口服液中 ５－ＨＭＦ的质量浓度范围为 ０．００６１～
１．２４７ｍｇ／ｍＬ，则最大日暴露量为 ２４．９４ｍｇ，远超
５－ＨＭＦ作为第２类基因毒性杂质限度的要求犤３犦。因毒

性杂质在低浓度时即可造成人体遗传物质的损伤，进而

导致基因突变，甚至促使肿瘤发生犤７犦。蜂蜜虽是脑心舒

口服液中的辅料，但辅料也是影响药品安全性的重要因

素，国内外越来越重视辅料的研究，辅料中降解杂质的

毒副作用也应引起足够重视。因此建议，生产厂家优化

处方制备工艺，改善样品存储温度或选用更优质的辅

料，以降低样品中５－ＨＭＦ的含量。同时，对５－ＨＭＦ进
行质量控制，并纳入脑心舒口服液的质量标准中，以提

高产品的质量和用药安全。
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