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摘要 目的：对葡萄糖酸钙口服溶液颜色与5-羟甲基糠醛（5-HMF）含量的相关性进行研究，分析

制剂中5-HMF的来源并对药品进行风险控制。方法：采用HPLC方法，色谱柱：Aglea Venusil XBP C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：水-乙腈（95∶5）；流速 1.0 mL·min-1；柱温30 ℃；检测波

长284 nm；进样量10 μL。结果：应用该方法测定166批次有糖型和42批次无糖型葡萄糖酸钙口服溶液，

发现有糖型样品中，5-HMF含量在0 μg·mL-1至91 μg·mL-1之间，差异较大，其产生与制剂中辅料蔗

糖的质量、溶解的温度、灭菌温度控制有关，且随着5-HMF含量的增加，样品溶液的颜色逐渐加深。

结论：蔗糖作为葡萄糖酸钙口服溶液的辅料，在高温及弱酸条件下可降解生成5-HMF并影响产品颜色和

质量，因此要严格控制辅料蔗糖的质量，加强生产工艺过程中配液和灭菌温度以及时间的控制，以减少

5-HMF的生成，降低药品风险。
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Analysis to Content and Source of 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF) in Calcium 
Gluconate Oral Solution
Zhu Lina1,2, Sun Yi2, Wang Lin2, Wu Zhaowei2, Wu Bin2, Zhang Zhe2, Hu Qin2*, Gao Xiaoyan1* (1. School 
of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 102488, China; 2. NMPA 
Key Laboratory for Research and Evaluation of Generic Drugs, Beijing Key Laboratory of Analysis and 
Evaluation on Chinese Medicine, Beijing Institute for Drug Control, Beijing 102206, China)

Abstract   Objective:   To study the correlation between the color of calcium gluconate oral solution and the 
content of 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF), analyze the source of 5-HMF in the preparation and control the risk 
of drugs. Methods: HPLC method was used, and the column was Aglea Venusil XBP C18 (250 mm × 4.6 mm, 
5 µm), Mobile phase was water-acetonitrile (95∶5), The flow rate was 1.0 mL·min-1, Column temperature 
was 30 ℃, The detection wavelength was 284 nm, The injection volume was 10 μL. Results: The method was 
applied to determine 166 batches of sugary calcium gluconate oral solution and 42 batches of sugar-free  calcium 
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gluconate oral solution. It was found that the content of 5-HMF in sugary samples was 0-91 μg·mL-1. The 
diff erence was large, which was related to the quality of the auxiliary sucrose in the preparation, the dissolution 
temperature and the sterilization temperature control. With the increase of 5-HMF content, the color of the 
sample solution gradually deepened. Conclusion: As the auxiliary material of calcium gluconate oral solution, 
sucrose will degrade to form 5-HMF under high temperature and weak acid conditions and aff ect the color and 
quality of products. Therefore, the quality of sucrose as auxiliary material should be strictly controlled, and the 
liquid preparation, sterilization temperature and the time in the production process should be controlled so as to 
reduce the generation of 5-HMF and the risk of drugs.
Keywords:   calcium gluconate oral solution; 5-HMF; sucrose; source analysis; risk control

葡萄糖酸钙口服溶液是我国特有品种，临床

用于预防和治疗钙缺乏症，如骨质疏松、手足抽搐

症、骨发育不全、佝偻病以及儿童、妊娠和哺乳期

妇女、绝经期妇女、老年人钙的补充。处方分为有

糖型和无糖型，有糖型葡萄糖酸钙口服溶液，多以

蔗糖或葡萄糖为辅料，且添加量较大。本品制剂工

艺主要包括称量、配液、过滤、灌封、灭菌等步

骤，其中配液过程是否加热或煮沸溶解在不同企业

间差别较大。

蔗糖是双糖的一种，由一分子葡萄糖的半缩

醛羟基与一分子果糖的半缩醛羟基彼此缩合脱水而

成。蔗糖溶液在常压下经长时间加热沸腾，溶解的

蔗糖会缓慢分解为等量的葡萄糖及果糖。蔗糖溶

液若加热至108 ℃以上，则水解迅速，溶液浓度越

大，水解作用越显著。葡萄糖等单糖化合物在高

温或弱酸性等条件下脱水产生5-羟甲基糠醛（5-

HMF）[1-2]，具有刺激性、致敏性、肾毒性、致癌

性、遗传毒性和致突变性[3-8]。5-HMF可进一步分

解为乙酰丙酸和甲酸，或发生聚合反应，其聚合物

为有色物质，导致葡萄糖溶液变色，色泽深浅与

5-HMF的生成量有关[9-13]。

葡萄糖酸钙口服溶液的现行质量标准为《中

华人民共和国药典》2020年版二部，该标准未控制

5-HMF的含量，目前，也未有研究阐明葡萄糖酸

钙口服溶液中5-HMF的来源及与生产工艺的相关

性。本研究采用HPLC技术，建立葡萄糖酸钙口服

溶液中5-HMF的检查方法，并对5-HMF的来源进

行分析，对产品辅料的选择和制剂工艺的提升具有

指导意义。

1   仪器与试药
1.1   仪器

岛津20A高效液相色谱仪（Shimadzu公司，含

LC-20A泵、SIL-20AC自动进样器、SFD-M20A二

极管阵列检测器、CTO-20AC柱温箱、Shimadzu LC 

Solution工作站）；Milli-Q 纯水机（Merck Millipore

公司）；XA205电子天平（Mettler Toledo公司，分

度值0.01 mg）。

1.2   试药

葡萄糖酸钙口服溶液样品（规格 10%）涉及

12家企业共208批次，其中有糖型样品为10家企

业共166批次，无糖型样品为2家企业共42批次。

5-HMF对照品（含量 98.6 %，批号 G991107，LGC

公司）；乙腈为色谱纯；水为自制纯化水；其他试

剂均为分析纯。

2   方法与结果 

2.1   溶液的制备

2.1.1   对照品溶液

精密称取5-HMF对照品10 mg，加水溶解并稀

释成5-HMF浓度为10 μg·mL-1的溶液，即得。

2.1.2   供试品溶液  

精密量取葡萄糖酸钙口服溶液5 mL，置50 mL

量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2   色谱条件

采用Aglea  Venus i l  XBP C 18色谱柱（250 

m m × 4 . 6  m m ， 5  μ m ） ， 流 动 相 为 水 - 乙 腈

（95∶5），流速 1.0 mL·min-1，柱温 30 ℃，检

测波长 284 nm，进样量 10 μL。

2.3   方法学验证

2.3.1   专属性考察　

精密量取有糖型葡萄糖酸钙口服溶液5 mL，

共5份，置50 mL量瓶中，分别进行酸破坏（加0.1 

mol·L-1盐酸溶液5 mL，水浴加热30 min，加0.1 

mol·L-1氢氧化钠溶液5 mL，加水稀释至刻度，

摇匀）、碱破坏（加0.1 mol·L-1氢氧化钠溶液
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5 mL，水浴加热20 min，加0.1 mol·L-1盐酸溶液

5 mL，加水稀释至刻度，摇匀）、光照破坏（置

紫外灯254 nm下照射12 h，置强光下照射12 h，加

水稀释至刻度，摇匀）、高温破坏（水浴加热1 h

后，加水稀释至刻度，摇匀）和氧化破坏（加30%

过氧化氢溶液5 mL，水浴加热2 h，加水稀释至刻

度，摇匀），见图1。根据各企业提供的处方，称

取相应比例的各辅料，加水配制成相应的辅料溶

液，滤过，作为空白辅料溶液。分别取上述溶液，

按“2.2”项下色谱条件进样。各破坏条件下相邻

杂质与主峰分离度均符合要求（大于1.5），空白

溶剂和辅料对检测无干扰，说明系统具有良好的专

属性。

A. 5-HMF 对照品；B. 酸破坏试验溶液；C. 碱破坏试验溶液；D. 光照破坏试验溶液；

E. 高温破坏试验溶液；F. 氧化破坏试验溶液；G. 空白辅料溶液。

图1   对照品及各破坏试验典型色谱图

2.3.2   线性关系考察

精密称取5-HMF对照品适量，加水溶解并

稀释制成浓度分别为0.25、2.5、10、25、50、

100 μg·mL-1的溶液，按“2.2”项下色谱条件

测定，记录色谱图，以质量浓度x为横坐标，以

峰面积y为纵坐标，进行线性回归，线性方程：

y=155949x+134421，r= 0.9997，结果表明，在

0.25～100 μg·mL-1范围内，5-HMF的质量浓度与

峰面积呈良好的线性关系。

2.3.3   精密度试验

精密吸取“2.1.1”项下对照品溶液10 μL，按

“2.2”项下色谱条件连续进样5次，记录色谱峰面
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积，计算RSD值为1.38 %（n=5），表明方法的精

密度良好。

2.3.4   重复性试验

取同一批号样品6份,分别按“2.1.2”项下方

法制备供试品溶液，按“2.2”项下色谱条件进

样，记录色谱峰面积，5-羟甲基糠醛峰面积分别

为197518、198256、197171、197907、197911和

196596，计算RSD值为0.30 %（n=6），表明方法

的重复性良好。

2.3.5   稳定性试验

取“2.1.1”项下对照品溶液与“2.3.4”项下供

试品溶液，分别于溶液制备后的0、2、4、8、16、

24 h 按“2.2”项下色谱条件进样，记录色谱峰面

积，计算RSD分别为0.93%和1.69%，表明对照品和

供试品溶液在24 h内稳定性良好。

2.3.6   检测限与定量限

精密称取5-HMF对照品适量，用水溶解并逐

步稀释至0.1和0.25 μg·mL-1，作为检测限和定量

限溶液；按“2.2”项下色谱条件进行测定，记录

色谱图，计算各色谱峰信噪比（S/N）， S/N＞3时

测得5-HMF检测限为1.0 ng；S/N＞10时测得5-HMF

定量限为2.5 ng。检测限浓度约为对照品溶液浓度

的1/100。

2.4   5-HMF含量测定

取12家企业共208批次葡萄糖酸钙口服溶液，

分别按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.2”项下色谱条件进样，记录色谱图，按外标

法以峰面积计算5-HMF含量。结果显示， 5-HMF

在有糖型样品中均有检出，且不同企业不同批次间

5-HMF含量相差较大，最低为0.23 μg·mL-1，最

高为90.76 μg·mL-1；K、L 2个企业无糖型样品中

均未检出5-HMF，说明5-HMF的产生与样品中是

否添加蔗糖具有相关性，见图2。

图 2   12 家企业样品中 5-HMF含量测定结果

含
量
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2.5   5-HMF与样品颜色研究

本研究通过目测观察发现，企业C生产的不同

批次有糖型葡萄糖酸钙口服溶液颜色差异较大。

为考察溶液颜色的深浅是否与5-HMF有关，选取

同一生产企业不同颜色的样品，按颜色由浅至深编

号为1~5，分别按“2.1.2”项下方法制备供试品溶

液，按“2.2”项下色谱条件进样，记录色谱图，

按外标法以峰面积计算5-HMF含量，结果见表1。

结果表明，5-HMF的含量会影响样品溶液的

颜色，样品颜色较浅的，5-HMF含量较低，随着

5-HMF含量的增加，样品的颜色逐渐变深。

2.6   5-HMF来源分析

为研究5-HMF的来源及与生产工艺相关性，

对不同企业的处方工艺进行比较分析。共收集到11

家企业的处方和8家企业的生产工艺，分别如表2、

表3所示。11家企业中有9家企业处方中添加蔗糖或

白砂糖，2家企业未添加，由“2.4”项结果可知，

未检出5-HMF的样品处方中均未添加蔗糖或白砂

糖，有糖样品中不同企业不同批次检出的5-HMF

含量差异较大。针对不同企业间5-HMF含量的差

异，研究了有糖型样品的制剂工艺。

表 1   同一生产企业不同颜色样品 5-HMF结果

编号 《中国药典》2020 年版标准比色液对应色号 5-HMF 含量 /（µg·mL-1）

1 黄色 2 号 26.61

2 黄色 4 号 32.36

3 黄色 6 号 36.34

4 黄色 7 号 39.68

5 黄色 9 号 70.45

表 2   各企业辅料对比表

 企业

辅料

乳酸 蔗糖 白砂糖
氢氧

化钙
香精

三氯

蔗糖
活性炭

山梨

酸钾
防腐剂 乳酸钙

阿司

帕坦
甜菊素

企业A O O X O O X X X X X X X

企业B O O X O O X O X X X X X

企业C O O X O O X X X X X X X

企业D O O X O X X X X X X X X

企业E O O X O O X X O X X X X

企业F O O X O O X O X X X X X

企业G O O X O O X X X X X X X

企业H O O X O O X X X X X X X

企业I O X O O O X O X X X X X

企业K O X X O O X X X X X O X

企业L X X X X O X X X X O X O

注：“O”表示处方中含有该辅料，“X”表示不含该辅料。
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通过对8家企业的生产工艺分析，发现不同企

业的生产工艺基本一致，主要为称量、配液、滤

过、灌装、灭菌、灯检、包装及入库。

葡萄糖酸钙溶解度为3.3%，而本品的规格均

为10%，产品为过饱和溶液，所以原料药的溶解配

液为关键工艺步骤。针对配液及灭菌过程的温度与

时间进行分析，如表3所示，不同企业主要工艺区

别为配液及灭菌过程中加热温度及时间不同。因

此，推测5-HMF的产生可能与制剂中辅料蔗糖的

质量、溶解步骤的加热温度和灭菌温度控制以及灭

菌环节样品的时间有关。

2.7   5-HMF产生条件模拟试验

由于企业K及企业L生产的无糖型葡萄糖酸钙

口服溶液中均未检出5-HMF，仅出现在有糖型葡

萄糖酸钙口服溶液中，因此未进行葡萄糖酸钙与乳

酸的相互作用研究，而是主要研究了蔗糖与乳酸的

相互作用。

5-HMF主要是由蔗糖在酸性条件下水解产生

的葡萄糖和果糖降解生成的，而208批次葡萄糖酸

钙口服溶液pH值的测定结果在4.1～4.6之间，均为

弱酸性溶液，其原因主要是制剂中加入了辅料乳

酸；另外，根据制剂生产工艺可知，葡萄糖酸钙口

服溶液在生产过程中经历了加热溶解及高温灭菌等

过程。在以上条件的综合作用下可能促进5-HMF

的生成；同时，葡萄糖酸钙口服溶液在放置过程

中，会导致溶液中的5-HMF发生聚合，进而使溶

液颜色产生变化[14-17]。

为进一步验证5-HMF的来源及与制剂工艺的

相关性，进行了5-HMF产生条件模拟试验。按处

方量称取蔗糖与乳酸，参考企业B及企业F的工艺

流程，分别制成蔗糖乳酸混合溶液、仅含蔗糖的供

试品溶液和仅含乳酸的供试品溶液。将以上3种溶

液水浴加热0、10、20、30 min，并按时间分别取

样，模拟制剂配制过程中的混合溶解过程。另取3

种溶液，分别置于气相顶空瓶中，压紧盖后，置烘

箱110 ℃加热，15、30、45、60 min，并按时间取

出相应顶空瓶，模拟制剂灌封后的灭菌过程。随后

将以上得到的所有样品溶液加水稀释10倍，所得供

试品溶液按 “2.2”项下色谱条件进样，记录色谱

图，测定峰面积，计算5-HMF含量。结果见表4。

表 3   各企业溶解温度与时间以及灭菌温度与时间

企业名称 溶解方法 溶解时间 /min 灭菌温度 /℃ 灭菌时间 /min

企业 A （1）投料煮沸

（2）乳酸煮沸

（1）30

（2）30

100 40

企业 B 煮沸 90 107 45

企业 C 沸腾搅拌 30 105 30

企业 E 煮沸 30 100 30

企业 F 搅拌煮沸 5 无 无

企业 G 煮沸 10 100 30

企业 H 100 ℃，至全部溶解 - 105 50

企业 L* （1）煮沸

（2）110 ℃

（1）45

（2）90

无 无

注：“*”为无糖型。
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结果表明，蔗糖供试品溶液及乳酸供试品

溶液无论水浴加热还是烘箱高温加热均未产生

5-HMF。说明5-HMF在蔗糖和乳酸同时存在的条

件下产生，并随水浴加热及烘箱高温加热时间的增

加而增加，且110 ℃高温加热产生的5-HMF量要明

显高于水浴加热，提示5-HMF含量与水浴及高温

加热时间具有一定相关性。于是，采用SPSS软件

对5-HMF含量和加热时间进行相关性分析，结果

表明，水浴和高温加热时间均与5-HMF含量显著

正相关（P＜0.05）。已有文献[17-22]表明，5-HMF

含量与高温及受热时间具有一定相关性，本研究试

验结果与文献报道一致。本研究同时也证明了单

独的蔗糖或酸性条件，并不引起5-HMF含量的增

加，乳酸提供的酸性条件对5-HMF的产生起到加

速作用。

3   讨论
3.1   5-HMF的产生与颜色相关性

研究发现，葡萄糖酸钙口服溶液中的5-HMF

主要是由于辅料中蔗糖在弱酸性条件下加热降解生

成的，溶液颜色的深浅与溶液中5-HMF的含量呈

正相关。由于溶液颜色主要来源于5-HMF的聚合

产物，因此部分溶液中虽然生成了5-HMF，但推

测由于其中并未生成5-HMF聚合物，溶液颜色并

未有明显变化；而进一步增加加热时间后，溶液中

5-HMF的增多促进了5-HMF聚合物的生成，进而

导致了溶液颜色逐渐加深。

3.2   5-HMF的控制建议

3.2.1   加强制剂溶液pH的控制

由本研究可以发现，加热虽有利于葡萄糖酸

钙口服溶液中原辅料的溶解，但同时也会促进溶液

中5-HMF的生成，而酸性体系会进一步加速这种

降解反应。鉴于导致葡萄糖酸钙口服溶液pH值偏

酸性主要是由于制剂中的辅料乳酸导致的，建议企

业降低原辅料溶解过程中的温度，同时在保证主成

分溶解的状态下降低葡萄糖酸钙口服溶液的酸性。

3.2.2   加强辅料质量和制剂工艺的控制

通过企业提供的生产工艺流程发现，部分企

业在生产过程中使用了活性炭对溶液进行脱色处

理，但本研究发现有糖型葡萄糖酸钙口服溶液在加

热溶解过程中产生的5-HMF及其聚合物较少，溶

液颜色几乎无变化，但高温灭菌过程中会产生较大

量的5-HMF及其聚合物，导致溶液颜色加深，因

此企业在生产过程中引入活性炭脱色所起的作用会

被后续的高温灭菌过程削弱，而引入活性炭脱色不

仅使生产工艺变得较为复杂，且会增加引入未知的

污染物风险，因此建议企业根据生产过程中的实际

情况进行活性炭脱色处理。

本研究发现相较于加热溶解过程，高温灭菌

过程是导致5-HMF及其聚合物生成与溶液颜色加

深的主要原因，因此建议企业关注辅料质量，严格

控制生产工艺中的溶解和灭菌步骤关键参数，在保

证制剂灭菌的前提下，尽量控制高温灭菌的时间，

表 4   5-HMF 产生条件模拟试验测定结果

处理方法
蔗糖乳酸混合溶液中

5-HMF 含量 /（µg·mL-1）

仅含蔗糖的供试品溶液中

5-HMF 含量 /（µg·mL-1）

仅含乳酸的供试品溶液中

5-HMF 含量 /（µg·mL-1）

水浴加热 0 min 未检出 未检出 未检出

水浴加热 10 min 4.2 未检出 未检出

水浴加热 20 min 12.2 未检出 未检出

水浴加热 30 min 23.3 未检出 未检出

高温加热 15 min 49.9 未检出 未检出

高温加热 30 min 81.4 未检出 未检出

高温加热 45 min 116.5 未检出 未检出

高温加热 60 min 179.4 未检出 未检出
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以便减少5-HMF及其聚合物的生成与溶液颜色的

加深。
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