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北京市重点实验室, 北京  100094) 

摘  要: 目的  针对西药制品建立一种基于高效液相色谱(HPLC)的甲醛残留检测方法。方法  西药中甲醛经

2,4-二硝基苯肼衍生化得到 2,4-二硝基苯腙后, 采用高效液相色谱进行分析, 以乙腈-水(60:40, V:V)为流动相进

行等度洗脱。并对高效液相色谱条件进行优化。考察所建方法的线性关系、检出限、精密度、回收率、专属

性、耐用性、样品及标准溶液的稳定性。结果  甲醛在 2.38~14.28 mg/L 内呈现良好的线性关系, 回收率为

92.21%, 相对标准偏差(RSD)为 1.897%。结论  该方法具有较强的专属性和耐用性, 可用于西药制品中甲醛残

留的实际检测。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of formaldehyde residues in medicine by 

high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  Formaldehyde in medicine reacted with  

2,4-dinitrobenzenehydrazine to form 2,4-dinitrobenzenehydrazone, which was analyzed by high performance 

liquid chromatography with acetonitrile-water(60:40, V:V) as the mobile phase. Conditions for sample analysis 

by HPLC were optimized. The linearity, limits of detections (LODs), precision, recovery, specificity, durability 

and stability of sample and standard solutions were studied. Results  This analytical method showed a good 

linear relationship which was 2.38~14.28 mg/L. The recovery and relative standard deviation (RSD) was 

92.21% and 1.897%, respectively. Conclusion  The test result demonstrated that this analytical method 

exhibits strong specificity and durability, and it can meet the requirement for the formaldehyde residual in 

medicine. 
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1  引  言 

甲醛是一种无色、有强烈刺激性气味的气体, 易

溶于水、醛类和醇类等[1,2]。甲醛是一种破坏生物细

胞蛋白质的公认强毒性物质[3-5], 长期摄入甲醛会造

成中枢神经的麻痹, 进一步造成肺水肿、肝昏迷、肾

衰竭等一系列危害[6]。世界卫生组织已经确认甲醛为

致畸、致癌物质, 长期接触和摄入会导致基因突变[7]。

甲醛在制药厂中主要作为反应物或催化物使用在药

品合成过程中, 或作为消毒剂用于洁净区空间的灭

菌[8]。这些过程中可能导致甲醛在药品中的残留。由

于甲醛为小分子化合物, 易挥发, 并且在紫外区的吸

收较低, 无法直接采用高效液相法进行检测。故本文

采用 2, 4-二硝基苯肼[9]对于样品中甲醛进行衍生化, 

在加热条件下 2, 4-二硝基苯肼能与甲醛发生特异反

应产生产物 2, 4-二硝基苯腙[10-13]。甲醛衍生后采用高

效液相法进行检测, 并且通过优化液相色谱条件以

达到较好的分离效果, 提高方法的可靠性。该方法应

用于西药制品中甲醛残留的测定, 结果显示该方法

操作简单、结果准确。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

LC-6AD 高效液相色谱仪, 配二极管阵列检测器

(日本岛津公司); 电子天平(Mettler Toledo XS205); 

Milli-Q超纯水器(美国Millipore公司); 涡旋仪(MOBIO

公司); 恒温水浴锅(上海蓝凯仪器仪表有限公司)。 

盐酸达帕西汀 (样品来自某制药厂 );甲醛溶液

(10.4 mg/mL, 阿拉丁); 乙腈 (色谱纯, 美国 Fisher公

司); 实验用水为经过 Milli-Q净化系统(0.22 μm过滤

膜)过滤的去离子水; 其他试剂均为分析纯。 

缓冲溶液: 称取 728 mg 乙酸钠, 以适量超纯水

溶解, 加入 200 μL冰乙酸, 超纯水定容至 100 mL;  

2,4-二硝基苯肼溶液: 称取 2,4-二硝基苯肼 60 

mg, 用乙腈溶解定容至 100 mL;  

甲醛衍生溶液: 量取 100 mL缓冲溶液和 100 mL 

2,4-二硝基苯肼溶液混匀。 

2.2  标准溶液配制 

准确称取甲醛标准溶液并置于容量瓶中, 准确

加入 10.0 mL甲醛衍生溶液, 使用超纯水稀释并定容, 

制得质量浓度为 50 mg/L的标准储备液。使用前再用

超纯水将储备液稀释至所需的标准工作溶液。所有标

准溶液在 4 ℃在保存。 

2.3  样品前处理 

称取样品(盐酸达帕西汀)100 mg(准确至 0.01 

mg), 置于 10 mL 具塞比色管中, 准确加入 10.0 mL

甲醛衍生溶液。盖上塞子, 涡旋混匀后置于 60 ℃恒

温水浴中 1 h, 取出冷却至室温。取清液过 0.22 μm滤

膜上机测定。 

2.4  色谱条件 

色谱柱: C18柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 检测器: 

二极管阵列检测器 [14,15]; 流动相 : 乙腈 -水 (60:40, 

V:V); 流速: 1.0 mL/min; 柱温 30 ℃; 检测波长: 355 

nm; 进样量: 20 μL。 

3  结果与讨论 

3.1  色谱条件的优化 

对乙腈和水的比例进行优化 , 分别对乙腈-水

(70:30, V:V)、乙腈-水(60:40, V:V)和乙腈-水(50:50, 

V:V)流动相体系进行考察。结果显示, 流动相为乙腈

-水(60:40, V:V)时, 2, 4-二硝基苯腙与其他物质之间

能较好的分离 , 分离度为 5.996, 理论塔板数为

16007.315, 且时间较短。图 1为最优方法下 2, 4-二

硝基苯腙标准品的高效液相色谱图; 图 2 为最优方

法下样品中甲醛衍生物（2, 4-二硝基苯腙）的高效

液相色谱图。 

3.2  方法的线性关系和检出限 

配制甲醛标准溶液, 在最优的液相色谱条件下

依次进行进样 , 以甲醛标准溶液浓度为横坐标(X), 

甲醛的峰面积为纵坐标(Y)绘制甲醛标准溶液的校正

曲线。结果显示, 甲醛在浓度范围为 2.38~14.28 mg/L

内呈现良好的线性关系, 线性方程为: Y=701385X+ 

24668, 相关系数为 0.9999。以甲醛峰面积的信噪比

(S/N)≥3为标准确定方法检出限, 以 S/N≥10为标准

确定方法的定量限。结果显示, 该方法的甲醛检出限

为 0.046 mg/kg, 定量限为 0.162 mg/kg。 

3.3  加标回收率和精密度 

向已知浓度的样品中添加浓度为 4.76 mg/L的甲

醛标准溶液, 进行回收率和精密度实验。结果显示, 

该方法的甲醛回收率为 92.21%(n=3), 相对标准偏差

(RSD)为 1.897%(n=3)。 
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图 1  甲醛标准品衍生物的高效液相色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatogram of formaldehyde standard 
 
 

 
 
 

图 2  样品中甲醛衍生物的高效液相色谱图 

Fig. 2  HPLC chromatogram of formaldehyde in sample 
 
 

3.4  专属性 

使用 3 mol/L HCl对供试品在 60 ℃水浴下破坏 3 

h。样品经过酸破坏后, 对样品进行衍生化和仪器检

测。如表 1所示, 酸破坏后空白溶剂峰、样品峰与甲

醛衍生物峰无干扰, 并且酸破坏对甲醛含量检测无

影响。酸破坏样品、供试品高效液相色谱图如图 3

所示:  

3.5  样品及标准溶液稳定性 

样品及标准溶液经过前处理后, 进行室温下放

置, 对不同放置时间(0、2、4、6、8 h)的样品及甲醛

标准品衍生物溶液进行上机检测以验证样品及标准

溶液的稳定性, 表 2中为不同放置时间下样品及甲醛

标准品衍生物溶液的保留时间、峰面积以及相对标准

偏差。 

3.6  仪器方法耐用性 

通过改变最优的仪器条件 , 流速±0.1 mL/min, 

温度±3 ℃, 流动相比例微小变化, 考察方法的变化

对检测结果的影响。结果显示, 最优的仪器方法具有

较好的耐用性。表 3为不同仪器方法下样品的耐用性

实验谱图信息。 
 
 

甲醛标准品 

衍生物 

甲醛衍生物 
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图 3  酸破坏后样品中甲醛衍生物的高效液相色谱图 

Fig. 3  HPLC chromatogram of formaldehyde in sample which was destroyed by acid 
 
 

 
表 1  专属性实验谱图信息 

Table 1  The information of specificity experimental 

 保留时间 min 峰面积 RSD % 

未经过酸破坏 

7.798 49328 

0.398 

1.069 

7.771 49355 

7.752 49003 

经过酸破坏 

7.745 48760 

1.430 7.729 49465 

7.724 48070 

 
 
 

表 2  稳定性实验谱图信息 
Table 2  The information of stability experimental 

 级别 保留时间 min 峰面积 RSD % 

供试品 

供试品 0 h 7.703 47470 

0.390 

供试品 2 h 7.699 46961 

供试品 4 h 7.702 46165 

供试品 6 h 7.697 46426 

供试品 8 h 7.691 47152 

甲醛溶液 

甲醛标准溶液 0 h 7.690 3283078 

1.138 

甲醛标准溶液 2 h 7.697 3296982 

甲醛标准溶液 4 h 7.654 3312220 

甲醛标准溶液 6 h 7.704 3314785 

甲醛标准溶液 8 h 7.695 3305691 

甲醛衍生物 
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表 3  耐用性实验谱图信息 
Table 3  The information of durability experimental 

方法 

空白 甲醛标准溶液 供试品 
样品含量 

mg/kg 
RSD %保留时间 

min 
峰面积 

保留时间 
min 

峰面积 
保留时间 

min 
峰面积 

原始方法 7.7 16628 7.695 3091458 7.704 49759 5.127 

4.67%

流速 1.1 mL/min 7.023 15806 7.024 2809538 7.015 47812 5.451 

流速 0.9 mL/min 8.546 17174 8.529 3245214 8.534 50791 4.956 

乙腈-水(58:42) 8.424 15756 8.432 3097714 8.432 47190 4.854 

乙腈-水(62:38) 7.126 16571 7.111 3093413 7.117 50923 5.313 

柱温箱温度 33 ℃ 7.607 16616 7.611 3093573 7.614 51713 5.427 

柱温箱温度 27 ℃ 7.91 16217 7.977 3098412 7.938 51310 5.418 

 
 
 

表 4  9 个样品检测结果 
Table 4  The results of 9 samples 

样品批次 保留时间 min 峰面积 样品重量 mg 含量 mg/kg 

130801 7.701 18467 100.74 未检出 

130802 7.692 49533 100.56 1.651 

130803 7.693 19093 99.93 未检出 

130901 7.696 18161 101.69 未检出 

130902 7.694 18967 100.44 未检出 

130903 7.699 16770 101.43 未检出 

140701 7.686 65421 101.49 3.865 

140801 7.68 61179 101.52 3.269 

140802 7.667 60524 100.79 3.199 

 
 

3.7  样品检测 

使用 2.3中建立的前处理方法和 2.4中建立的仪

器检测方法对对某公司不同日期不同批次的 9 个盐

酸达泊西汀样品进行了检测。9个实际样品为某制药

厂不同批次中随机选取的样品, 9 中样品均为白色粉

末状。结果显示, 样品中甲醛残留量均小于限量值

4.76 mg/kg《中华人民共和国药典(2010年版)》。表 4

为 9个样品的检测结果。 

4  结  论 

本文建立了高效液相色谱法检测西药制品中甲

醛溶剂残留的分析方法。该方法采用 2,4-二硝基苯肼

溶液对样品进行衍生化后, 以乙腈-水(60:40, V:V)为

流动相, 采用等度洗脱的方式进行 HPLC-DAD检测, 

甲醛具有较好的分离效果。甲醛在 2.38-14.28 mg/L

内 呈 现 良 好 的 线 性 关 系 ( 线 性 方 程 为 : 

Y=701385X+24668, 相关系数为 0.9999), 回收率为

92.21%, 相对标准偏差(RSD)为 1.897%, 该方法的甲

醛检出限为 0.046 mg/kg, 定量限为 0.162 mg/kg。该

方法适用性强、结果准确可靠、灵敏度高。使用已经

建立的方法对某公司不同日期不同批次的 9 个盐酸

达泊西汀样品进行了检测, 结果显示该方法可以满

足对西药制品中甲醛溶剂残留的分析检测要求。 
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