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超高效液相色谱串联三重四极杆质谱法测定三种葡萄糖
制剂中5-羟甲基糠醛的含量

张新勇，葛雪松，孙桐，卓静

作者单位：宿迁市食品药品检验所，江苏 宿迁223800

摘要： 目的 建立葡萄糖注射液、葡萄糖酸钙口服溶液与盐酸氨基葡萄糖胶囊中 5-羟甲基糠醛的超高效液相色谱串联三重

四极杆质谱测定方法。方法 2021年 1—9月，采用ACQUITY UPLC HSS T3（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）色谱柱，流动相为 0.05%
甲酸溶液-甲醇（85∶15），流速为 0.3 mL/min，柱温 30 ℃，进样盘温度 5 ℃，进样体积 2 μL。质谱条件：ESI源，正离子扫描，脱溶
剂温度：400 ℃；干燥气流速：15 L/min；毛细管电压：3.0 kV。结果 5-羟甲基糠在 2.07～155.25 μg/L浓度范围内，线性关系良
好（r=0.999 7）定量限为 0.36 μg/L，平均回收率为 99.54%，RSD为 1.63%（n=9）。结论 该方法专属性较强，灵敏度高，稳定性

好，适用于三类制

，

剂中5-羟甲基糠醛的质量控制。

关键词： 葡萄糖； 药物污染； 超高效液相色谱串联三重四极杆质谱（UPLC-MS/MS）； 5-羟甲基糠醛； 质量控制

Determination of 5-Hydroxymethyl furfural in three glucose preparations by UPLC-MS/MS 
ZHANG Xinyong,GE Xuesong,SUN Tong,ZHUO Jing

Author Affiliation:Suqian Institutes for Drug and Food Control, Suqian, Jiangsu 223800, China
Abstract： Objective To establish an UPLC-MS/MS method for determination of 5-Hydroxymethylfurfural (5-HMF) in Glucose In‑
jection, Calcium Gluconate Oral Solution and Glucosamine Hydrochloride Capsules.Method From January 2021 to September 2021,
an ACQUITY UPLC HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm) was used, the mobile phase was 0.05% formic acid solution-methanol (85∶15),
the flow rate was 0.3 mL/min, the column temperature was 30 ℃ and the sample plate temperature was 5 ℃, the sample volume was 2
μL. MS conditions: ESI ion source was used and positive ion scanning; the desolvation temperature was 400 ℃, the dry gas flow rate
was 15 L/min and the capillary voltage was 3.0 kV.Result There was a good linear relationship within the range of 2.07-155.25 μg/L 
for 5-HMF (r=0.999 7), and the limit of quantitation of 0.36 μg/L, the average recovery of 99.54% with RSD of 1.63% (n=9).Conclu⁃ 
sion The method shows promising specificity, high sensitivity and good stability, can be used in the quality control of 5-HMF in three 
preparations.
Key words： Glucose; Drug contamination; UPLC-MS/MS; 5-HMF; Quality control
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5-羟甲基糠醛是以葡萄糖等单糖类物质在高温

或酸性等条件下脱水生成的醛类化合物，其广泛存

在于食品、药品（主要为含葡萄糖成分的制剂）和部

分炮制后的中药材中，研究表明，5-羟甲基糠醛具有

致敏性与基因遗传毒性［1-3］ 为了提高药品的安全

性，应尽量降低制剂中 5-羟甲基

，

糠醛的含量。现行

药品标准中多采用紫外-可见分光光度法对制剂中

5-羟甲基糠醛进行限量检查，此方法中 5-羟甲基糠

醛限量浓度较高，专属性不强，容易受制剂辅料与

环境影响［4-5］。现采用 UPLC-MS/MS对葡萄糖注射
液、葡萄糖酸钙口服溶液与盐酸氨基葡萄糖胶囊中

5-羟甲基糠醛进行定量分析，降低了 5-羟甲基糠醛

测定下限，为三类葡萄糖制剂的杂质控制与质量标

准的提升提供参考。

1　材料与方法 
1.1　仪器　Waters XEVO TQ-S micro三重四级杆液
质联用色谱仪（美国 Waters有限公司），梅特勒
XP205电子天平（瑞士梅特勒托利多公司，精度 0.01 
mg）；
1.2　试药　 5-羟甲基糠醛对照品（批号 111626-

202114，含量 100%）、D-无水葡萄糖对照品（批号

110833-202109，含量 99.9%）与盐酸氨基葡萄糖（批
号 140649-202007，含量 100%）对照品，均来自中国
食品药品检定研究院；葡萄糖注射液 3批（①焦作市
民康药业有限公司，批号 20082203，规格 50%；②江
苏大红鹰恒顺药业有限公司，批号 2020101803，规
格 10%；③安徽双鹤药业有限责任公司，批号
1911254C，规格 5%）、葡萄糖酸钙口服溶液 3批（④
哈药集团三精制药有限公司，批号 21041313；⑤亚
宝药业四川制药有限公司，批号 200708；⑥华润双
鹤利民药业（济南）有限公司，批号 20120515；规格
均为 10%）与盐酸氨基葡萄糖胶囊 3批（⑦香港澳美
制药厂，批号 6710973；⑧浙江诚意药业股份有限公
司，批号 202001006；⑨北京葡立药业有限公司，批
号 1210212；规格均为每粒 0.24 g），三种制剂来源为
单位抽检或市售；甲醇（默克化工，色谱纯）、甲酸

（恩科化学，色谱纯），水为自制超纯水。

1.3　方法　
1.3.1　分析条件　色谱条件：色谱柱采用 ACQUI‑
TY UPLC HSS T3（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）色谱柱，
流动相为 0.05%甲酸溶液-甲醇（85∶15）流速为 0.3 
mL/min，柱温30 ℃，样品室温5 ℃，进样 2 μL。体积

，

质谱条件：ESI源，正离子扫描，脱溶剂温度：
400 ℃，干燥气流速15 L/min，毛细管电压3.0 kV，5-羟

甲基糠醛定量分析离子对为 127.10→109.00，锥孔
电压：60 V，碰撞能量：15 V。

1.3.2　对照品溶液制备　取 5-羟甲基糠醛对照品

10 mg，精密称定，置 100 mL量瓶中，加流动相使其
溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取 1 mL，置于 100 
mL量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，作为对照品
贮备液，分别精密量取对照品贮备液 1、2、5、10、20、
50、75 mL，置于 500 mL量瓶中，加流动相稀释至刻
度，定量稀释制成含 5-羟甲基糠醛 2.07、4.14、10.35、
20.70、41.40、103.50、155.25 μg/L的对照品溶液。
1.3.3　供试品溶液制备　取供试品细粉 100 mg，精
密称定，或精密量取供试品1 mL，置250 mL量瓶中，
加流动相适量超声使溶解并稀释至刻度，摇匀，制

成供试品溶液。

1.4　方法学考察　
1.4.1　干扰试验　取空白溶剂，加流动相适量，制
备空白溶液。取葡萄糖与葡萄糖酸钙对照品适量，

加入适量乳酸、氢氧化钙等辅料，制备葡萄糖注射

液与葡萄糖酸钙注射液的阴性样品 1溶液。取盐酸
氨基葡萄糖对照品适量，加入适量硬脂酸镁，制备

盐酸氨基葡萄糖的阴性样品 2溶液。取上述三种溶
液、对照品溶液与样品①的供试品溶液按“1.3.1”项
下条件依法测定，结果表明空白溶液与阴性样品溶

液对测定无干扰。色谱图见图1。
1.4.2　线性关系与定量限考察［6］　取“1.3.2”项下的
对照品溶液，按“1.3.1”项下条件进样测定，以浓度
为横坐标，5-羟甲基糠醛峰面积为纵坐标，回归方程

为：y=1125.5x+801.16（r=0.999 7）。表明 5-羟甲基糠

醛在 2.07～155.25 μg/L范围内线性关系良好。同
时，以稀释后的 5-羟甲基糠醛对照品溶液按“1.3.1”
项下条件进样测定，5-羟甲基糠醛峰信噪比为 10
时，确定定量限为0.36 μg/L。
1.4.3　精密度试验　取对照品溶液（41.4 μg/L）按
“1.3.1”项下条件，重复进样 6次，记录 5-羟甲基糠醛

峰面积的RSD=0.88%（n=6）。
1.4.4　稳定性试验　按“1.3.3”项下方法制备样品
①、样品④、样品⑦的供试品溶液，分别在 0，2，6，
12，24，48 h取样按“1.3.1”项下条件进样测定，记录
5-羟甲基糠醛峰面积的RSD分别为 0.81%、0.62%、
0.90%（n=6）。结果表明，供试品溶液在 48 h内基本
稳定。

1.4.5　重复性试验　取样品①6份，按“1.3.3”项下
方法制备供试品溶液，并按“1.3.1”项下条件进样测
定，记录 5-羟甲基糠醛峰面积的 RSD分别为 0.5%
（n=6）。
1.4.6　加样回收率试验　取已知含量的样品①供
试品溶液 9份，平分成 3组，置于 20 mL量瓶中，每组
分别加入（41.4 μg/L）对照品溶液 3 mL、5 mL、8 mL，
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注：1—空白溶液；2—阴性样品1；3—阴性样品2；4—供试品；5—对照品。
图 1　5-羟甲基糠醛的UPLC-MS/MS（MRM）色谱图

按“1.3.3”项下方法制备供试品溶液，并按“1.3.1”项
下条件进样测定，记录 5-羟甲基糠醛峰面积并计

算，平均回收率为99.54%，RSD为1.63%（n=9），测定
结果见表1。

表 1　5-羟甲基糠醛加标回收率结果

样品含量/ng 
243.01 

添加量/ng
124.20 

加样测得量/ng 
364.11 

回收率/%
97.50 

243.01 124.20 369.83 102.11 
243.01 124.20 365.04 98.25 
243.01 207.00 447.19 98.64 
243.01 207.00 451.95 100.94 
243.01 207.00 452.97 101.43 
243.01 289.80 527.42 98.14 
243.01 289.80 532.33 99.83 
243.01 289.80 529.92 99.00
注：平均回收率为99.54%，相对标准偏差（RSD）为1.63%。

2　样品测定
取①~⑨号样品各 3份，按“1.3.3”项下方法制备

供试品溶液，并按“1.3.1”项下条件进样测定，计算
各样品中 5-羟甲基糠醛的含量。测定结果见

表2，3。
表 2　葡萄糖注射液与葡萄糖酸钙口服溶液测定结果（n=3）
样品编号 平均含量（/ mg/L） RSD/%
50%葡萄糖注射液样品① 15.91 0.41 
10%葡萄糖注射液样品② 9.71 0.96 
5%葡萄糖注射液样品③ 6.89 0.90
葡萄糖酸钙口服溶液样品④ 未检出 未检出

葡萄糖酸钙口服溶液样品⑤ 2.55 1.02 
葡萄糖酸钙口服溶液样品⑥ 2.44 0.59
注：RSD为相对标准偏差。

表 3　盐酸氨基葡萄糖胶囊测定结果（n=3）
样品编号 称样量/mg 平均含量/ 相对标准

（μg/g） 偏差/%
盐酸氨基葡萄糖胶囊样品⑦ 100.51 23.36 0.58 
盐酸氨基葡萄糖胶囊样品⑧ 101.03 20.98 0.74 
盐酸氨基葡萄糖胶囊样品⑨ 100.29 20.05 0.91 

3　讨论
据文献报道［7］，《中国药典》2020年版二部葡萄

糖注射液项下与一部蜂蜜项下，5-羟甲基糠醛最大

暴露量分别为 1.75 mg/d与 1.2 mg/d。而按照国际人
用药品注册技术协调会（ICH）M7项下的指导原则
要求，5-羟甲基糠醛为二类遗传毒性杂质，其最理想

的暴露量可以参照毒理学关注阈值（TCC）为 1.5 μg/ 
d。以葡萄糖注射液每日常用量为 5 g（以葡萄糖
计）葡萄糖酸钙注射液每日最大用量为 40 mL，盐
酸氨基

，

葡萄糖胶囊每日常用量约为 1.5 g，折算成 9
个样品中 5-羟基糠醛最大暴露量为 0.16、0.49、0.69、
0、0.10、0.09、0.04、0.03、0.03 mg/d。参照《中国药典》
中葡萄糖注射液与蜂蜜项下的 5-羟基糠醛的限量

标准，9个样品中 5-羟基糠醛的限量均合格，而参照

TCC值时，几乎所有制剂均不符合要求，存在较大安
全隐患。目前许多厂家出于工艺与成本等因素考

量，生产的葡萄糖类制剂中 5-羟甲基糠醛的限度值

折算后远大于 TCC值。以葡萄糖注射液为例，其最
大用量为 500 mL/d，以 1.5 μg/d为限度，其最大的供
试品溶液浓度为 30 μg/L，此时紫外与液相方法均不
能做到有效检测，该实验UPLC-MS/MS法有效检测
下限为 2.07 μg/L，可以进行有效检测，可以为三类
临床常用的葡萄糖类制剂的质量标准提高与质量
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控制方法提供参考。

3.1　色谱条件选择　通过考察甲醇-水、甲醇-甲酸

溶液、甲醇-乙酸溶液三种文献报道的常用的流动相

体系［8-12］，发现流动相中加入甲酸有利于减少色谱峰

拖尾，水相增多有助于供试品的溶解，有机相增多

有利于提升 5-羟甲基糠醛的稳定性，综合考虑选用

0.05%甲酸溶液-甲醇（85∶15）作为流动相，此时主
峰保留时间适中、对称性和峰形均较好。

3.2　标准曲线范围　该方法标准曲线的浓度上限
并未设定很高，一是考虑仪器过载与测定精度，在

测定过程中发现在高浓度的 5-羟甲基糠醛溶液易

造成仪器过载与主峰变形，且易造成离子源污染而

使得连续测定样品时背景干扰较大；二是考虑衔接

5-羟甲基糠醛的液相方法测定浓度下限，有文献报

道 5-羟甲基糠醛的液相测定浓度下限约为 100 
μg/L［13-18］。

3.3　标准考察［19］　2020版《中国药典》二部葡萄糖
注射液检查项下 5-羟甲基糠醛的限度相对较低，葡

萄糖酸钙注射液与盐酸氨基葡萄糖胶囊的现行标

准中还未有 5-羟甲基糠醛的限量检查项，但其制剂

中 5-羟甲基糠醛的含量较高，同时葡萄糖注射液临

床应用广泛且制剂规格较多，葡萄糖酸钙注射液为

儿童制剂，盐酸氨基葡萄糖胶囊也为中老年常用药

品，因此三类制剂标准中增修 5-羟甲基糠醛的限度

检查显得更有意义。
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