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甘草泻心汤中甘草苷的含量范围为 1. 53～2. 83 mg / g，
黄芩苷为26. 24～48. 72 mg / g。
3. 4 方法评价

本研究中建立的方法操作简便、专属性强、重复性

好、结果准确，可用于甘草泻心汤的质量控制。
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高效液相色谱法同时测定葡萄糖酸钙注射液中高效液相色谱法同时测定葡萄糖酸钙注射液中 22 种成分含量种成分含量
施务务 1，杨 廷 2

（1. 安徽省蚌埠市第一人民医院，安徽 蚌埠 233000； 2. 蚌埠丰原医药科技发展有限公司，安徽 蚌埠 233010）
摘要摘要：：目的 建立同时测定葡萄糖酸钙注射液中 2种成分含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 YMC - Triart C18柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 μm），流动相为 0. 03 mol / L 磷酸二氢钾 - 0. 006 mol / L 四丁基硫酸氢铵溶液，流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 210 nm，柱温为

30 ℃，进样量为 20 μL。结果 葡萄糖酸钙、葡萄糖二酸钙的质量浓度分别在 1. 201～2. 809 μg / mL、0. 062～0. 142 μg / mL 范围内与

峰面积线性关系良好（r > 0. 999 0，n = 5）；检测限分别为 0. 36，1. 16 μg / mL，定量限分别为 1. 25，4. 04 μg / mL；中间精密度、日间精密

度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 1. 0%；加样回收率分别为 99. 06% 和 99. 31%，RSD 分别为 0. 41% 和 0. 57%（n = 9）。3批

样品中葡萄糖酸钙、葡萄糖二酸钙的含量分别为 99. 56%～100. 10% 和 99. 82%～100. 29%。结论 该方法操作简便、专属性强、结果

准确，可用于同时测定葡萄糖酸钙注射液中上述 2种成分的含量。

关键词关键词：：高效液相色谱法；葡萄糖酸钙注射液；葡萄糖酸钙；葡萄糖二酸钙；含量测定

Simultaneous Determination of Two Components in Calcium Gluconate Injection by HPLC
SHI Wuwu1，YANG Ting2

（1. The First People′s Hospital of Bengbu，Bengbu，Anhui，China 233000； 2. BBCA Medicine Science Development Co.，Ltd.，Bengbu，Anhui，China 233010）

AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography（HPLC） method for the simultaneous determination
of the two components in Calcium Gluconate Injection. Methods The chromatographic column was YMC - Triart C18 column（250 mm ×
4. 6 mm，5 μm），the mobile phase was 0. 03 mol / L potassium dihydrogen phosphate - 0. 006 mol / L tetrabutylammonium
hydrogen sulfate solution，the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection wavelength was 210 nm，the column temperature was 30 ℃，and
the injection volume was 20 μL. Results The linear ranges of calcium gluconate and calcium gluconate were 1. 201 - 2. 809 μg / mL
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and 0. 062 - 0. 142 μg / mL（r > 0. 999 0，n = 5），respectively. The limits of detection were 0. 36 μg / mL and 1. 16 μg / mL，
respectively，and the limits of quantification were 1. 25 μg / mL and 4. 04 μg / mL，respectively. The RSDs of intermediate
precision，intra - day precision，stability，and repeatability test results were all lower than 1. 0%. The average recoveries of calcium
gluconate and calcium gluconate were 99. 06% and 99. 31%，with RSDs of 0. 41% and 0. 57%（n = 9），respectively. The contents
of calcium gluconate and calcium gluconate in the three batches of samples were in the range of 99. 56% - 100. 10% and 99. 82% -
100. 29%，respectively. Conclusion The method is simple，highly specific，and accurate，which can be used for simultaneously
determination of the above two components in Calcium Gluconate Injection.
Key wordsKey words：：HPLC；Calcium Gluconate Injection；calcium gluconate；calcium gluconate；content determination

葡萄糖酸钙注射液是一种钙补充剂，临床广泛用

于治疗钙缺乏及急性血钙过低、碱中毒、甲状旁腺功能

低下所致手足搐搦症，过敏性疾病，镁、氟中毒时的解

救，以及高血钾、低血钙、钙通道阻滞引起的心功能异

常解救等［1］。葡萄糖酸钙注射液最早由美国费森尤斯卡

比公司成功研发并获批上市，为解决葡萄糖酸钙在水

溶液中易产生结晶的问题，原研产品在处方中加入了

葡萄糖二酸钙作为稳定剂［2 - 7］。但 2020年版《中国药典

（二部）》、《美国药典（43版）》（USP 43）收载的葡萄糖酸

钙注射液标准中均采用乙二胺四乙酸二钠滴定法测定

产品中钙的总量，无法区分葡萄糖酸钙和葡萄糖二酸

钙的含量，不利于产品生产及质量控制［8 - 9］。戚龙献

等［10］采用高效液相色谱 -示差检测器法同时测定葡萄

糖酸钙注射液中葡萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙的含量，

但由于产品中葡萄糖二酸钙的浓度较小，示差检测器

的灵敏度较低，且易受环境温度、流动相 pH值等因素

的影响［11 - 13］，故有必要开发更灵敏、更准确的方法。本

研究中建立了同时测定葡萄糖酸钙注射液中葡萄糖酸

钙和葡萄糖二酸钙含量的高效液相色谱 -紫外检测器

法，以指导国内注射剂的质量与疗效一致性评价过程

中的生产及质量控制。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Agilent 1260型高效液相色谱仪（美国 Agilent公
司）；Waters 2489型高效液相色谱仪（美国Waters公
司）；MS105DU型电子天平（瑞士Mettler Toledo公司，精

度为0. 01 mg）。

1. 2 试药

葡萄糖酸钙对照品（欧洲药典，批号为 3. 0，含量为

100%）；葡萄糖二酸钙对照品（批号为 C2208281，含量

为 100%），四丁基硫酸氢铵（批号为 J2222594，离子对

试剂），均购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；葡

萄糖酸钙注射液（自制，批号分别为 231103，231104，
231105）；磷酸二氢钾（分析纯，国药集团化学试剂有限

公司，批号为20230927）；水为屈臣氏纯净水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：YMC - Triart C18柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 μm）；流动相：0. 03 mol / L磷酸二氢钾 - 0. 006 mol / L
四丁基硫酸氢铵溶液；流速：1. 0 mL / min；检测波长：

210 nm；柱温：30 ℃；进样量：20 μL。
2. 2 溶液制备

供试品溶液：精密量取样品适量，加水稀释成每1 mL
约含葡萄糖酸钙2 mg的溶液，摇匀，即得。

葡萄糖酸钙对照品溶液：取葡萄糖酸钙对照品适

量，精密称定，加水溶解并稀释成每 1 mL约含葡萄糖酸

钙2 mg的溶液，摇匀，即得。

葡萄糖二酸钙对照品溶液：取葡萄糖二酸钙对照

品适量，精密称定，加水溶解并稀释成每 1 mL约含葡萄

糖二酸钙0. 1 mg的溶液，摇匀，即得。

阴性对照品溶液：按样品处方工艺制备缺葡萄糖

酸钙、葡萄糖二酸钙的阴性样品，再按供试品溶液制备

方法制备，即得。

2. 3 方法学考察

专属性试验：分别精密量取 2. 2项下阴性对照品溶

液、葡萄糖酸钙对照品溶液、葡萄糖二酸钙对照品溶

液、供试品溶液各适量，按 2. 1项下色谱条件进样测定，

记录色谱图。结果供试品溶液色谱中，在与对照品溶液

色谱相同保留时间处有相应色谱峰出现，且阴性对照

无干扰，葡萄糖酸钙、葡萄糖二酸钙峰的分离度大于

2. 0，表明方法专属性良好。色谱图见图1。
线性关系考察：取葡萄糖酸钙对照品适量，精密称

定，分别加水溶解并稀释成每 1 mL约含葡萄糖酸钙

1. 201，1. 608，2. 000，2. 402，2. 809 mg的溶液，摇匀；另

取葡萄糖二酸钙对照品适量，精密称定，分别加水溶解

并稀释成每 1 mL约含葡萄糖二酸钙 0. 062，0. 080，
0. 100，0. 121，0. 142 mg的溶液，摇匀。取上述溶液各适

量，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图，以峰面

积（Y）为纵坐标、质量浓度（X，mg / mL）为横坐标进行

线性回归。结果见表 1，表明葡萄糖酸钙、葡萄糖二酸

钙的质量浓度分别在 1. 201～2. 809 mg / mL、0. 062～
0. 142 mg / mL范围内与峰面积线性关系良好。

检测限与定量限确定：精密量取葡萄糖酸钙对照

品溶液、葡萄糖二酸钙对照品溶液各适量，分别加水逐

级稀释至一定质量浓度后，按 2. 1项下色谱条件进样测
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1. 葡萄糖酸钙 2. 葡萄糖二酸钙

A. 阴性对照品溶液 B. 葡萄糖酸钙对照品溶液 C. 葡萄糖二酸钙对照品溶液 D. 供试品溶液

图1 专属性试验高效液相色谱图

1. Calcium gluconate 2. Calcium saccharate
A. Negative reference solution B. Calcium gluconate reference solution C. Calcium saccharate reference solution D. Test solution

Fig. 1 HPLC chromatograms of the specificity test
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定，分别以信噪比（S / N）为 3∶1和 10∶1时的质量浓度

作为检测限和定量限。结果葡萄糖酸钙的检测限为

0. 36 μg / mL，定量限为 1. 25 μg / mL；葡萄糖二酸钙的

检测限为1. 16 μg / mL，定量限为4. 04 μg / mL。
中间精密度试验：取样品（批号为 231103）6份，由

另 1名试验人员按 2. 2项下方法平行制备供试品溶液

6份，并使用不同液相色谱仪，按 2. 1项下色谱条件进样

测定，记录峰面积，并计算含量。结果葡萄糖酸钙和葡萄

糖二酸钙含量的RSD分别为 0. 68%和 0. 75%（n = 12），

表明仪器中间精密度良好。

日间精密度：取样品（批号为231103）2份，按2. 2项
下方法平行制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件连续

3 d进样测定，记录峰面积，并计算含量。结果葡萄糖酸

钙和葡萄糖二酸钙含量的RSD分别为 0. 74%和 0. 92%
（n = 6），表明仪器日间精密度良好。

稳定性试验：取样品（批号为231103）适量，按2. 2项
下方法制备供试品溶液，分别于室温放置 0，3，6，9，12，
24 h时按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结

果葡萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙峰面积的 RSD分别为

0. 12%和 0. 86%（n = 6），表明供试品溶液室温放置 24 h
内稳定性良好。

重复性试验：取样品（批号为 231103）6份，由同

1名试验人员按 2. 2项下方法平行制备供试品溶液，按

2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算含量。

结果葡萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙含量的 RSD分别为

0. 10%和0. 47%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：按处方量的 80%，100%，120%分别

精密称取葡萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙对照品，加入空

白辅料溶液中，按2. 2项下方法制备供试品溶液，各浓度

平行制备3份，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2，表明方法准确度良好。
表2 加样回收试验结果（n = 9）

Tab. 2 Results of the recovery test（n = 9）

加入量（mg）
A
75. 18
75. 15
75. 26
94. 12
93. 85
94. 06
112. 86
112. 78
112. 80

B
3. 64
3. 62
3. 59
4. 53
4. 58
4. 52
5. 38
5. 44
5. 47

测得量（mg）
A
74. 24
74. 76
74. 33
93. 55
92. 90
93. 85
111. 29
111. 36
111. 74

B
3. 61
3. 63
3. 55
4. 48
4. 54
4. 53
5. 35
5. 39
5. 40

回收率（%）

A
98. 75
99. 48
98. 76
99. 39
98. 99
99. 78
98. 61
98. 74
99. 06

B
99. 18
100. 28
98. 89
98. 90
99. 13
100. 22
99. 44
99. 08
98. 72

X（%）

A

99. 06

B

99. 31

RSD（%）

A

0. 41

B

0. 57

注：A为葡萄糖酸钙，B为葡萄糖二酸钙。

Note：A referes to calcium gluconate，and B refers to calcium
gluconate.
2. 4 样品含量测定

取 3批样品（批号分别为 231103，231104，231105），

按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件

进样测定，记录峰面积，并计算含量。结果见表3。
表3 样品含量测定结果（%）

Tab. 3 Results of the content determination of two components
in samples（%）

成分

葡萄糖酸钙

葡萄糖二酸钙

231103
99. 73
100. 18

231104
99. 56
99. 82

231105
100. 10
100. 29

3 讨论

3. 1 色谱条件考察

流动相：参考了国家药典委员会 2021年发布的《葡

萄糖酸钙氯化钠注射液国家药品标准修订草案公示

稿》中葡萄糖酸根测定方法，以含 10 mmol / L磷酸氢二

钾溶液的 5 mmol / L四丁基硫酸氢铵溶液（pH 7. 0）-
甲醇（98∶2，V / V）为流动相，流速为 0. 6 mL / min。结果

显示，此方法用于单独测定葡萄糖酸钙含量的系统适

用性良好，但葡萄糖二酸钙的色谱峰峰形较差，有明显

表1 线性关系考察结果（n = 5）
Tab. 1 Results of the linear relation test（n = 5）

成分

葡萄糖酸钙

葡萄糖二酸钙

线性范围（mg / mL）
1. 201～2. 809
0. 062～0. 142

回归方程

Y = 567. 93 X + 2. 430 4
Y = 694. 85 X + 0. 107 7

r

0. 999 8
0. 999 4
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拖尾现象，影响积分的准确性。本研究中在上述方法基

础上，对流动相中盐的种类和浓度、有机相比例及流速

进行了调整，结果显示，调整后的方法能同时较好地检

出葡萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙，系统适用性良好，验证

结果表明该方法准确、可靠。故流动相选择 0. 03 mol / L
磷酸二氢钾 - 0. 006 mol / L四丁基硫酸氢铵溶液。

液相色谱仪：分别考察了Agilent 1260型和Waters
2489型高效液相色谱仪对含量测定结果的影响。结果

显示，在其他色谱条件一致的情况下，2种品牌高效液

相色谱仪对葡萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙的理论板数、

分离度及含量测定结果均无明显影响，但在保留时间

方面，Agilent 1260型高效液相色谱仪的出峰相对较早，

Waters 2489型高效液相色谱仪的出峰相对较晚，可能

与液相色谱仪自身管线的内径和长度有关。

色谱柱：分别考察了YMC- Triart C18柱、Agilent Zorbax
Eclipse Plus C18柱、Waters XBridge C18柱对含量测定

结果的影响。结果显示，在其他色谱条件一致的情况

下，3种品牌色谱柱对含量测定结果均无明显影响，但

在葡萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙理论板数、分离度方面，

YMC - Triart C18柱要明显优于后 2种色谱柱。另外，

该色谱条件使用的流动相为纯水相，不含有机相，YMC -
Triart C18柱是一款耐水性相对较强的色谱柱。故色谱柱

选择YMC - Triart C18柱。

流速：分别考察了 0. 8，1. 0，1. 2 mL / min流速对含

量测定结果的影响。结果显示，在其他色谱条件一致

的情况下，3种流速对含量测定结果均无明显影响，葡

萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙的分离度均大于 2. 0。故流

速选择 1. 0 mL / min。
3. 2 与其他钙含量测定方法比较

葡萄糖酸钙注射液中的钙元素来源于处方中的葡

萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙 2种成分，但其他常用的电位

滴定法［14 - 16］、原子吸收光谱法［17］、电感耦合等离子体

发射光谱法［18］、电感耦合等离子体质谱法［19］等只能测

定注射液中钙元素的总量。本研究中采用高效液相色

谱法能同时测定注射液中葡萄糖酸钙和葡萄糖二酸钙

的含量，方法简单高效，且将 2种成分的含量测定结果

折算成钙含量后相加，与电位滴定法测定的钙总量相

当，进一步说明该方法准确、可靠。

3. 3 方法评价

本研究中建立的方法操作简便、灵敏度高、重复性

好，可用于同时测定葡萄糖酸钙注射液中葡萄糖酸钙

和葡萄糖二酸钙2种成分的含量。
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