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药用蜂蜜中 5- 羟甲基糠醛的限量检查方法研究

张玉荣 1，王瑞忠 2，3，鲁静 3*

（1. 西安医学院第一附属医院，西安 710077；2. 山西中医药大学，晋中 030619；3. 中国食品药品检定研究院，北京 100050）

摘要　目的：研究药用蜂蜜中 5- 羟甲基糠醛（5-hydroxymethyl furfural，5-HMF）的限量检查方法。方法：

采用高效液相色谱法，使用 C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以乙腈 -0.1% 甲酸（5∶95）为流动相，流

速 0.8 mL·min–1，检测波长为 284 nm（5-HMF）、254 nm（鸟苷），柱温 35 ℃。采用以鸟苷为内标物，以鸟 
苷 /5-HMF 的校正因子计算含量；同时采用外标法测定 5-HMF 的含量，比较校正因子法计算值与外标法实

测值得差异 。结果：鸟苷 /5-HMF 不同浓度比值（0.34~3.46）与峰面积比值的线性关系良好（r=0.999 9），
检出限为 0.1 ng，加样回收率（n=6）为 101.4%（RSD=4.7%）；各批样品中 5-HMF 的计算值与实测值间无显

著差异（P=0.411）。结论：本法可用于药用蜂蜜中 5- 羟甲基糠醛的限量检查。
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Abstract　Objective：To establish a method for limit test of 5-hydroxymethyl furfural （5-HMF） in medicinal honey．
Methods：HPLC with C18 column（4.6 mm×250 mm，5 μm） was adopted，the mobile phase consisted of acetonitrile 
and 0.1% formic acid solution （5∶95） at a flow rate of 0.8 mL·min–1，the detection wavelengths were 284 nm for 
5-HMF and 254 nm for guanosine，the column temperature was 35 ℃ . With guanosine as internal standard，5-HMF was 
determined by both external standard method and correction factor of 5-HMF/guanosine. The validity of the correction 
factor method was evaluated by comparison of the quantitative results of both methods. Results：The concentration radio 
of guanosine to 5-HMF was between 0.34 and 3.46，and the related radio of peaks area revealed a good relationship. The 
lowest detection limit was 0.1 ng and the average recovery （n=6） was 101.4% （RSD=4.7%）．No significant difference 
was observed between results of external standard method and correction factor method in 21 batches of medicinal honey 

（P=0.411）．Conclusion：The method is feasible for limit test of the medicinal honey．
Keywords：medicinal honey；5-HMF；guanosine；correction factor；limit test；HPLC 
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蜂蜜是蜜蜂将采集的植物花蜜、蜜露或甘露，

与自身唾液腺的分泌物结合后，经充分酿制而储藏

在巢脾内的天然甜物质［1］。蜂蜜作为传统中药丸

剂中的辅料，不仅具有黏合剂、矫味剂的作用，而且

具有补中、润燥、解毒的功效，其主要成分为果糖

和葡萄糖［2-3］，约占 70% 以上［4］。5- 羟甲基糠醛

（5-hydroxymethyl furfural，5-HMF）是 已 糖 经 加 热

分解产生的降解物［5-6］，在新鲜蜂蜜中含量很低［7］。

据报道，该化合物可引起动物横纹肌麻痹及内脏损 
害［8］，具有基因毒性和细胞毒性［9］和潜在的致癌风

险［10］。蜂蜜国家标准（GB 18796—2005）［11］采用高

效液相色谱法测定 5-HMF 的含量，规定应小于或

不得过 40 mg·kg-1。GB/T 18932.18-2003［12］规定了

5-HMF 测定的具体方法。5-HMF 性质不稳定，熔点 
30~34 ℃，极易潮解，高于 30 ℃难以准确称量。本文

参照国家标准方法，以鸟苷为内标物，建立了校正因

子法测定蜂蜜中 5-HMF 的含量。

1　 仪器与试药

沃 特 世 公 司 Waters 2695 高 效 液 相 色 谱 仪

（2998PDA 检测器）；安捷伦公司 1260 型液相色

谱仪、二极管阵列检测器。安捷伦公司 Agilent 
ZORBAX SB-C18 色 谱 柱（4.6 mm×250 mm，5 μm；

填料：十八烷基硅烷键合硅胶）。

5- 羟甲基糠醛对照品（批号 111626-201007）
由中国食品药品检定研究院提供，鸟苷（纯度

≥ 98%，批号 060M16899V）购自 SIGMA 公司；样品

购自北京、湖南、四川、陕西等地；乙腈、甲醇为色谱

纯（Fisher 公司），其余均为分析纯（北京化工厂）。

2　溶液的制备

2.1　对照品储备液与内标储备液 
精密称取 5- 羟甲基糠醛对照品 10 mg，置 50 mL

量瓶中，加 10% 甲醇溶液溶解并稀释至刻度，即得对

照品储备液。精密称取鸟苷对照品 10 mg，置 50 mL
量瓶中，加 10% 甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得

内标储备液。

2.2　供试品溶液

取蜂蜜 1 g，置烧杯中，精密称定，加 10% 甲醇溶

液约 10 mL 溶解并转移至 50 mL 量瓶中，分 3 次洗涤

容器，每次约 3 mL 10% 甲醇溶液，洗液并入量瓶中，

精密加入鸟苷内标储备液 1 mL，加 10% 甲醇溶液稀

释至刻度，摇匀，即得。

3　色谱条件

色谱柱：Agilent ZORBAX SB-C18 柱（4.6 mm×250 mm，

5 μm）；流动相：乙腈 -0.1%甲酸水溶液（5∶95）；流速： 
0.8 mL·min-1；检测波长：284 nm（5-HMF）、254 nm（鸟苷）；

柱温：35 ℃ ；进样量：10 μL。在上述色谱条件下，样

品及对照品色谱图见图 1。
4　方法学验证

4.1　线性与校正因子测定

取内标储备液 0.5、1.0、2.0、3.0、5.0 mL，分别置

100 mL 量瓶中，再分别加入对照品储备液 2.0 mL，
加水稀释至刻度，摇匀，分别取 10 μL 进样测定。以

鸟苷与 5-HMF 的质量浓度比值 X 为横坐标，以两者

的峰面积比值 Y 为纵坐标，进行线性回归。鸟苷 /5-
HMF 不同浓度比值（0.34~3.46）与峰面积比值的线

性关系良好（r=0.999 9），回归方程：

Y=0.309 9X-0.006 2　r=0.999 9
分别采用 Waters 2695-2998 及 Agilent 1260 这 2 种

高效液相色谱系统，Agilent TC-C18 （4.6 mm×250 mm， 
5 μm）、Agilent ZORBAX SB-C18（4.6 mm×250 mm， 
5 μm） 及 Phenomenex C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）3
种色谱柱，重复进行 5 次试验，以不同质量浓度比值

与峰面积值计算校正因子，校正因子平均值（n=5）为

0.339 9，RSD=3.3%。

4.2　重复性试验

取蜂蜜样品 1 g 共 6 份，精密称定，分别按“2.2”
项下方法制备供试品溶液，进样测定，以外标法及

校 正 因 子 计 算 5-HMF 平 均 含 量（n=6）分 别 14.48 
mg·kg-1 和 14.23 mg·kg-1，RSD 均为 1.3%。

4.3　回收率试验

取蜂蜜样品 0.5 g 共 6 份，精密称定，分别加入

5-HMF 对照品溶液（0.146 6 μg·mL-1）50 mL，按

“2.2”项下方法制备供试溶液，进样测定，计算回收

率。结果见表 1。
4.4　耐用性试验

4.4.1　不同色谱柱　采用3种不同商品规格的C18 色谱

柱［Agilent TC-C18 （4.6 mm×250 mm，5 μm）、Agilent ZORBAX 
SB-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）、Phenomenex C18（4.6 
mm×250 mm，5 μm）］分别测定同一样品的含量，比较

不同色谱柱对测定结果的影响，结果 RSD 为 2.4%，表

明校正因子法测定样品含量在采用不同品牌及不同型

号色谱柱时具有良好的耐用性。
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1. 鸟苷（guanosine）　2. 5-HMF

图 1　加内标对照品（A）、加内标阳性样品（B）、不加内标阴性样品（C）色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of reference substance and internal standard （A），sample and internal standard （B），negative sample without 
internal standard（C）

表 1　回收率试验结果（n=6）

Tab. 1　Results of recovery test
样品含量

（content）/μg
5-HMF 加入量

（added）/μg
测得量

（detected）/μg
回收率

（recovery）/%
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/%

9.18 7.33 16.92 105.6 101.4 4.7

10.00 17.95 108.4

8.24 15.38 97.4

7.90 15.00 96.9

8.72 16.21 102.1
10.05 17.25 98.2

4.4.2　流动相 pH 变化的影响  分别采用 0.07%、

0.10% 和 0.13% 甲酸为流动相中的水相，测定同一样

品的含量，比较改变流动相 pH 对含量的影响，结果

RSD 为 1.6%，表明校正因子法测定样品含量在不同

pH 的流动相条件下具有良好的耐用性。

4.5　检测限与定量限的测定

取“4.1”项下线性最低点的溶液，逐步进行稀释，

然后进样，以信噪比方法测定，3 倍噪音时的检测限为

0.01 μg·mL-1，10 倍噪音时定量限为 0.03 μg·mL-1。
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5　样品测定 
 取 21 批样品，分别按“2.2”项下方法制备供试

品溶液；分别精密吸取供试品溶液各 10 μL，注入高

效液相色谱仪进行测定。采用外标法和校正因子法

计算蜂蜜中 5-HMF 的含量，结果见表 2。使用 SPSS 
18.0 统计软件对采用外标法和校正因子法测得的结

果进行配对 t 检验，结果 2 种含量测定方法差异无统

计学意义（P=0.411）。

表 2　蜂蜜样品中 5-HMF 的测定结果（mg·kg-1）

Tab. 2　Determination results of 5-HMF in honey

编号

（No.）
样品

（sample）

5-HMF 含量（5-HMF content）

外标法（external standard method） 校正因子法（correction factor method））

1 益母草蜂蜜（leonurus artemisia honey）★ 83 87

2 蜂蜜（梧州） （Wuzhou honey）△ 未检出（not detected） 未检出（not detected）

3 益母草蜜（leonurus artemisia honey）△ 未检出（not detected） 未检出（not detected）

4 荆条蜜（vitex honey）△ 23 23

5 蜂蜜（重庆）（Chongqing honey）△ 2 2

6 蜂蜜 （西安）（Xi’an honey）△ 245 238

7 枸杞蜂蜜（lycium chinense honey）★ 16 16

8 蜂蜜（honey）△ 76 74

9 野玫瑰蜂蜜（wild rose honey）★ 107 106

10 益母草蜂蜜（leonurus artemisia honey）★ 87 84

11 土蜂蜜（turkish honey）★ 124 121

12 枇杷蜂蜜（loquat honey）★ 74 72

13 枣花蜂蜜★（date honey） 29 29

14 党参蜂蜜（codonopsis honey）★ 32 31

15 枣花蜜（date honey）★ 17 17

16 刺槐蜂蜜（acacia honey）△ 15 15

17 菊花蜂蜜（chrysanthemum honey）★ 54 52

18 洋槐蜜（acacia honey）★ 21 20

19 刺槐蜂蜜（acacia honey）★ 29 28

20 枣花蜂蜜（date honey） ★ 100 105

21 荆条蜂蜜（vitex honey） ★ 79 83

　注（note）：★代表来源于市场（★ represents the sample from the market）；△代表来源于企业（△ represents the sample from the enterprises）

6　讨论

6.1　内标物的选择

查阅相关文献以及 5-HMF 的溶液的配制条件，

因鸟苷熔点高，易溶解于 10% 的甲醇溶液中，保留时

间适中，峰形良好，与蜂蜜中其他成分分离度较好，

不干扰测定，因此选择鸟苷作为 5-HMF 测定的内 
标物。

6.2 　蜂蜜中 5-HMF 含量结果分析

按 GB 18796—2005《蜂蜜》标准，蜂蜜中 5-HMF

不得过 40 mg·kg-1，测定的样品中，10 批超过限度。

5-HMF 超出限度者可能与蜂蜜存储时间和存储环境

有关［13］。炼蜜中 5-HMF 含量一般较高，可能与炼制

过程有关，在炼制的过程中由于高温加热产生更多的

5-HMF［14］。

7　小结

采用校正因子法所得蜂蜜中 5-HMF 含量与常

规的外标法所得的含量间无显著差异（P=0.411），说
明在无对照品的情况下，通过校正因子法测定蜂蜜中
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5-HMF 含量准确可行。
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