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后会使地西他滨主峰的保留时间显著提前，导致

与有关物质无法完全分离。由于普通的 C18 柱对纯

水系统的耐用性差，因此在流动相中适当添加少

量的甲醇，以保护色谱柱，同时确保各有关物质

有良好的分离度。 

3.2  溶剂的选择   

由于本品在水溶液中容易水解，经试验，本

品在甲醇中的稳定性比在流动相中好，故采用甲

醇作为溶剂。 

3.3  柱温的选择   

研究中发现地西他滨在水溶液中容易水解，

并且存在温度依赖性，故将色谱条件中柱温设定

为 15 ℃，地西他滨溶液在低温下保存，并在 4 h

内使用。 

3.4  进样体积的选择   

采用甲醇作溶剂，溶剂效应明显，使地西他

滨主峰发生严重变形。为消除溶剂对分离效果的

影响，减小甲醇的进样量，将进样体积由 20 µL

减少到 5 µL，以降低溶剂效应的影响。 

3.5  检测波长的选择   

采用二极管阵列检测器对注射用地西他滨破

坏性试验中产生的杂质进行全波长扫描，数个杂

质峰均在 220 nm 的波长处有吸收，注射用地西他

滨色谱峰及其前后的杂质峰在 220，244 nm 的波

长处均有吸收，为了能检测到更多的杂质，确定

将杂质的吸收波长 220 nm 作为检测波长。 
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HPLC 测定六味地黄浓缩丸中 5-HMF 的含量 
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摘要：目的  建立六味地黄浓缩丸中 5-羟甲基糠醛(5-HMF)的含量测定方法。方法  采用 Agilent Zorbax C18 色谱柱 

(250 mm×4. 6 mm，5 μm)；流动相为甲醇-水(20 80)∶ ；流速：1.0 mL·min1；检测波长：280 nm；柱温：30 ℃。结果  5-HMF

在 0.026 2~2.62 mg·mL1 内线性关系良好，平均回收率为 99.7%，RSD 为 0.57%。结论  该方法简便、快速、准确度好，

可有效控制该制剂中 5-羟甲基糠醛含量。 
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Determination of 5-Hydroxymethylfurfural in Liuweidihuang Pills by HPLC 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for the determination of 5-hydroxymethylfurfural(5-HMF) in 
Liuweidihuang pills. METHODS  The HPLC method was performed on an Agilent Zorbax C18 column(250 mm×4.6 mm, 5 μm) 
with 284 nm as the detection wavelength, and methanol-water(20∶80) was used as mobile phase. The column temperature was 

30 ℃, and the flow rate was 1.0 mL·min1. RESULTS  The regression results which was based on weighted least square 

method showed a good linearity within the range of 0.026 22.62 mg·mL1, and the average recovery was 99.7% with RSD of 
0.57%. CONCLUSION  The HPLC method was accurate, sensitive and suitable for determining the content of 5-HMF in 
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六味地黄浓缩丸是一种常用中成药，由熟地

黄、山茱萸(制)、牡丹皮、山药、茯苓、泽泻六味

药材组成，该方源于宋代医学家钱乙的《小儿药

证直诀》，是滋补肾阴的基础方剂[1]。现代医学研

究表明，六味地黄丸还具有增强免疫、抗衰老、

抗疲劳、抗低温、耐缺氧、降血脂、降血压、降

血糖、改善肾功能、促进新陈代谢及较好的强壮

作用[2]。 

5-羟甲基糠醛(5-HMF)为六味地黄浓缩丸中

的主要杂质成分，主要由己糖加热降解产生，在

含糖药品的炮制、生产及储存过程中均可能生成
[3]。方中熟地黄、山茱萸(制)中均含有 5-HMF[4]，

此外，牡丹皮、山药和泽泻中也含有少量的

5-HMF。文献曾报道[5-6]5-HMF 对人体横纹肌及内

脏有损害，具有神经毒性。 

文献中未见有关该方中 5-HMF 含量控制的报

道。本实验以 HPLC 测定 3 个不同厂家生产的六

味地黄丸中 5-HMF 的含量，为进一步控制该药的

质量提供依据。 

1  仪器与试药    

Agilent 1200 型高效液相色谱仪(美国 Agilent

公司)，包括 G1312A 四元梯度泵、G1313A 自动

进样器、G1316A 柱温箱、G1315A 二极管阵列检

测检测器，Chemstation 6.01 色谱工作站；KQ-250B

超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；AL204

电子天平、XS105分析天平[梅特勒-托利多仪器(上

海)有限公司]。 

5-HMF 对照品(US ALDRICH chemistry，批

号：H40807-250MG，纯度>98%)。3 批六味地黄

浓缩丸(九芝堂，批号：201101078；童涵春堂，批

号：100909；河南宛西制药，批号：110208)；乙

腈、甲醇(色谱纯)；水(重蒸水)；其他试剂均为分

析纯。 

2  方法与结果 

2.1  供试品溶液的制备   

取六味地黄浓缩丸粉末约 0.8 g，精密称定，

置具塞锥形瓶中，精密加入 50%甲醇 50 mL 密塞，

称定质量，超声处理(功率 100 W，频率 40 kHz) 

15 min，放冷，再称定质量，用 50%甲醇补足减失

的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。 

2.2  对照品贮备液的制备   

精密称取 5-HMF 对照品 13.1 mg 置 10 mL 量

瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对

照品贮备液。 

2.3  阴性供试液的制备  

按处方称取除熟地黄、山茱萸、山药、牡丹

皮和泽泻外的组分。按“2.1”项下方法制备，作

阴性样品供试液。 

2.4  色谱条件  

Agilent Zorbax C18 色谱柱(250 mm×4. 6 mm，

5 μm)，流动相为甲醇-水(20∶80)，等度洗脱；检测

波长为 284 nm，柱温为 30 ℃，流速为 1.0 mL·min1，

进样量为 10 μL，阴性样品供试液无干扰，结果见

图 1。 

 

 
图 1  高效液相色谱图 
A5-HMF 对照品；B供试品；C阴性对照；15-羟甲基糠醛 

Fig 1  HPLC chromatograms 
Acontrol of 5-HMF; Bsample; Cblank solution; 15-HMF 

2.4  标准曲线的绘制 

精密吸取对照品贮备液 1 mL至 10 mL容量瓶

中，用 50%甲醇定容至刻度，制成含 5-HMF 0.131 

mg·mL1 标准液。取上述对照品溶液，分别进样 2，

4，6，10，16，20 μL，按“2.4”项下条件测定，

以峰面积积分值为纵坐标，进样量(μg)为横坐标

作标准曲线，得 5-HMF回归方程为 Y=0.000 012X+ 
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0.006 8(r=0.999 6)。结果表明，5-HMF 在 0.026 2~ 

2.62 mg·mL1 内线性关系良好。 

2.5  仪器精密度试验 

分别取 0.131 mg·mL1 5-HMF 对照品溶液，连

续进样 5 次，每次进样 10 μL，分别测定峰面积值，

计算 5-HMF 峰面积的 RSD 为 0.12%。 

2.6  稳定性试验 

取六味地黄浓缩丸供试品溶液，于 2，4，6，

8，12，24 h 分别进样 1 次，记录峰面积，计算

RSD，结果 5-HMF 峰面积的 RSD 为 0.82%，表明

供试品溶液在 24 h 内基本稳定。 

2.7  重复性试验 

按“2.1”项下方法制备供试品溶液 5 份，每

份样品进样 10 μL，回归方程求得 5-HMF 的平均

含量为 2.03 mg·g1，其 RSD 为 1.10%，表明此法

重复性较好。 

2.8  回收率试验  

取已知含量的六味地黄浓缩丸 ( 批号：

201101078)样品 9 份，每份约 0.8 g， 精密称定，

分别按样品中含量加入 80%，100%，120%的

5-HMF 对照品，按“2.1“项下方法，每个浓度平

行制备 3 份。按“2.4”项下条件测定 5-HMF 峰面

积，计算平均回收率为 99.7%，RSD 为 0.57%。结

果见表 1。 

表 1  回收率试验结果 

Tab 1  Results of recovery test 

原有量 
加入量/ 

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

1.655 6 1.310 0 2.966 9 100.1 

1.636 6 1.310 0 2.937 4  99.3 

1.646 8 1.310 0 2.951 6  99.6 

1.657 4 1.572 0 3.210 5  98.8 

1.658 1 1.572 0 3.228 5  99.9 

1.624 8 1.572 0 3.209 4 100.8 

1.652 9 1.834 0 3.475 9  99.4 

1.633 8 1.834 0 3.460 5  99.6 

1.642 9 1.834 0 3.464 1  99.3 

99.7 0.57 

2.9  样品含量测定 

取 3 批六味地黄浓缩丸，按“2.1”项下方法

平行制备样品 3 份，步测定 5-HMF 的含量，结果

见表 2。 

表 2 不同厂家六味地黄浓缩丸中 5-HMF 的含量(n=3) 

Tab 2  Results of 5-HMF determination in samples(n=3) 

厂 家 批 号 5-HMF 含量/% 

九芝堂 201101078 0.2030±0.04 

童涵春堂 100909 0.4038±0.07 

河南宛西制药 110208 0.5256±0.09 

3  讨论 

考察甲醇、70%甲醇溶液、50%甲醇溶液 3 种

提取溶剂和甲醇-水(20∶80)、乙腈-0.01%磷酸溶液

(3∶97)2 种流动相，以 50%甲醇溶液为提取溶剂，

甲醇-水(20∶80)为流动相的效果较好，色谱分离、

线性关系、重复性及回收率均符合要求，可用于

六味地黄浓缩丸中 5-HMF 的质量控制。 

本实验在参照文献[7]的基础上，首次建立了

六味地黄浓缩丸中 5-HMF 的含量测定方法。实验

结果表明，本制剂在炮制过程中，5-HMF 的含量

显著增加，分析可能由山茱萸和熟地黄中的其他

成分因加热分解转化生成。 
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